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Beschreibung

Die Erfindung betrifit Expressionsplasmide, die eine dicistronische Transkriptions-/Translationseinheit enthalten.

Die Expression von Proteinen in eukaryontischen Zellsystemen ist ein gangiges Verfahren in der Biotechnologie
geworden. Die meistverwendeten Plasmidvektoren wurden tir die effiziente Expression von Fremdproteinen konstru-
iert und enthalten unter anderem folgende genetische Elemente: einen bakteriellen Replikationsursprung (*Origin of
Replication*, ori), einen eukaryontischen Promotor fir die Transkriptionsinitiation des Fremdgens, eukaryonlische mR-
NA-Prozessierungssignale, Polylinker, welche multiple Restriktions-Endonuclease-Schnittstellen fir die Insertion der
Fremd-DNA beinhalten, und Selektions- und Amplufnkahonsmarker tor die Selektion und Identifikation von Zellen, die
die transfizierte DNA aufgenommen haben.

Der Selektionsmarker vermittelt der Zielzelle die Féhigkeit, in einem gegebenen Medium zu Gberleben. Dies kann
durch Supplementieren einer fehlenden Stofiwechselfunktion geschehsn oder durch die Eigenschafl, trotz Prasenz
eines toxischen Agens zu wachsen. '

Rezessive Resistenzgene kénnen nur in solchen Wirtssystemen verwendet werden, welche hmsnchthch der un-
tersuchten Selektionsaktivitat defizient sind. Das Dihydrofolat-Reduktase-Gen (dhfr) ist der am meisten verwendete
rezessive Selektionsmarker. Seine effiziente Verwendung ist auf dhfr-defiziente CHO-Zellen beschrénkt. Die Dihydro-
folat-Redukiase katalysiert die Reduktion von Folat zu Tetrahydrofolat (FH,). FH, seinerseits wird fir die Biosynthese
von Glycin aus Serin, Thymidin-Monophosphat aus Deoxyuridin-Monophosphat und fir die Purin-Biosynthese benétigt.
Methotrexat (MTX), ein Folat-Analogon, bindet und inhibiert die Dihydrofolat-Reduktase und bewirkt damit den Zelitod
der exponierten Zellen. '

Dominante Resistenzgene finden unabhangig vom Genotyp des Wirtssystems Anwendung und sind somit in allen
Zellen universell verwendbar. Zu dieser Gruppe zéhlen unter anderem das Adenosin-Deaminase-Gen (Kaufman et al,
J. Biol. Chem. 261:9622, 1986), die Antibiotikaresistenzgene, wie zum Beispiel das Neomycin-Phosphotransterase- .
Gen (Southem und Berg, J. Mol. Appl. Genet. 1:327, 1982) und das Hygromycin B Phosphotransferase-Gen (hph;
Blochinger and Diggelmann, Mol. Cell. Biol. 4:2929, 1984).

Obwohl hauptsachlich als rezessiver Selektionsmarker in dhfr-defizienten Zellen eingesetzt, gibt es Méoglichkeiten,
das dhfr-Gen unter bestimmten Voraussetzungen auch in Zelien mit endogener dhir-Aklivitét zu nutzen. Zum Beispiel
vermdgen transfizierte Zellen durch Verwendung eines starken Promotors fiir die Transkription des endogenen dhfr-
Gens in moderaten Methotrexatkonzentrationen zu wachsen. Die MTX-Konzentration muB in diesem Fall hdher sein
als die MTX-Konzentration, die von dem endogenen dhfr-Gen kompensiert werden kann. Bei dieser Methode muf3
man allerdings viele falsch positive Zellklone in Kauf nehmen.

Weiters gibt es die Méglichkeit, ein mutiertes dhir-Gen als dominanten Selektionsmarker einzusetzen (Simonsen
und Levinson, PNAS 80: 2495; 1983, Mclvor und Simonsen, NAR 18, 7025 ., 1990). Diese mutierten dhir-Gene haben
eine deutlich geringere Affinitat zu MTX und es ist daher moglich, héhere MTX-Konzentrationen einzusetzen, als not-
wendig sind, um die endogene Dihydrofolat-Reduktase zu inaktivieren.

Eine andere Méglichkeit stellt die Cotransfektion des dhir-Gens mit einem zusétzlichen dominanten Selektions-
marker - z.B. dem Neomycin Phosphotransferase-Gen fir die Resistenz gegen Geneticin (Southern, supra) -, das
anschlieBende Uberfiihren der Geneticin-resistenten transfizierten Zellen in Methotrexat-haltiges Medium dar (Kim
and Wold, Cell 42: 129, 1985). Nach einer Cotransfektion werden allerdings oft falsch positive Kione identifiziert, die
nur das dominante Selektionsmarkerplasmid aufgenommen haben.

Durch erhéhten Selektionsdruck kann man eine Amplifikation des Resistenzgens und der angrenzenden Gene
beobachten. Das dhir-Wildtyp-Gen kann mit steigenden MTX-Konzentrationen ber viele Runden steigenden Ampli-
fikationsdruckes 1000fach und mehr amplifiziert werden, wahrend amplifizierbare dominante Marker, wie das mutierte
dhir-Gen oder das Adenosin Deaminase-Gen, nur begrenzt, zwei bis drei Schritte, amplifiziert werden kénnen. Durch
Hygromycin B-Konzentrationssteigerung konnte bisher keine deutliche Amplifikation beobachtet werden (Wirth und
Hauser, "Genetic Engineering of animal cells” in *Genetic Engineering of Animals®, Hrsg. Pihler, Verlag Chemie Wein-
heim, (1993), 1-82; Kaufman, Methods in Enzymology, Bd. 185, (1990), 537-568).

Das System dhir-Selektion/MTX-Amplifikation stellt daher den am haufigsten verwendeten Ansatz zur Etablierung
hoch-exprimierender Zellinien unter Anwendung der Coexpression heterologer Gene dar.

Auf Grund seiner rezessiven Wirkungsweise wird seine Verwendung jedoch weltgehend auf dhir-defiziente CHO-
Zellen beschrankt.

Erste Ansatze zur Coexpression und Coamplifikation von dhfr und einem Fremdgen wurden durch Cotransiektion
von zwei Plasmiden gemacht. Die Plasmide werden dabei in dhfr-defiziente Zellen transfiziert. Eine Cotransfektion
bringt allerdings den Nachteil mit sich, daf} ein Teil der transfizierten Zellen durch die Selektion nur das dhfr-enthaltende
Plasmid und nicht auch das zweite Plasmid aufnimmt.

Eine Verbesserung der Coexpression erreicht man, wenn das Markergen und das Fremdgen auf einem Plasmid
angeordnet werden. Mit dieser Methode wurden unter anderem humanes Interferon B (McCormick et al., Mol. Cell Biol.
4:166, 1984), humanes Interferon y (Haynes und Weissman, Nucl. Acids Res. 11:687, 1983;) und humanes Interleukin
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2 (Onomichi, J. Biochem. 102:123, 1987) exprimiert. Die Autoren verwendeten Plasmide, in denen das dhir-Gen und
das Strukturgen jeweils einen eigenen Promotor haben. Als Expressionszellinie verwenden die Autoren ‘eine dhfr-
defiziente Hamsterzellinie CHO. | ’

Die Abkopplung von der dhir-defizienten Zellinie CHO zur Amplifikation und Expression von Fremdproteinen durch
Verwendung mutierter dhir-Gene wurde von Simonsen et al. und Mclvor et al. (supra) versucht. Da aber die mutierten
dhtr-Gene schon von vornherein wesentlich héhere MTX-Konzentrationen tolerieren, lassen sie sich nicht mehr uber
so viele Schritte amplifizieren, verglichen mit dem MTX-sensitiven Wildtyp dhir-Gen. :

Ein anderer Weg, um das Spektrum der méglichen Expressionszelllinien zu erweitem, wurde von Walls et al.
eingeschiagen (Gene 81:139; 1989). Hier wurden Plasmide verwendet, in denen auBer dem rezessiven Amplifikati-
onsmarker dhfr auch der dominante Selektionsmarker Hygromycin B Phosphotransferase vorhanden ist. Die beiden
Markergene und das Fremdgen, Protein C, bilden jeweils eine eigene Transkriptionseinheit, wobei jedes dieser Gene
unter der Kontrolle eines separaten Promotors steht. In diesem mullicistronischen Expressionssystem wird nur ein
einziger Klon erhaliten, der nach Hygromycin B (Hy B)-Selektion und anschliessender dhfr-Amplifikation auch vermehrt
rekombinantes Protein C exprimiert. Andere Kione sind zwar auf Hy B selektierbar, nicht aber dhir-amplifizierbar.

Da alle Systeme, die das Wildtyp dhir-Gen verwenden, in der Regel auf dhir-defiziente Zellen beschrankt sind,
haben Wemicke und Will (Anal. Biochem. 203:146, 1992) eine Cotransfektion von drei Plasmiden, die jeweils das-dhfr-
Gen, einen dominanten Marker und das Fremdproteingen enthalten, vorgeschlagen. Sie stellen allerdings fest, daB
das Fremdgen (humaner Plasminogen-Aktivator) durch Einsatz von zwei Markern nicht vermehrt exprimiert wird.

Eine weitere Verbesserung des Expressionssystems wird durch eine noch nahere Kopplung der beiden Gene,’
dhfr und Fremdgen, versucht. Die beiden Gene werden in ein Plasmid unter der Kontrolle von nur einem Promotor
gestelit, wobei auf der gebildeten mRNA das Fremdgen gefolgt von dem Markergen als dicistronische RNA zu finden
sind.

GemaB der EP-B1 0 247 145 werden Vektoren beschrieben, in denen entweder ein Markergen und ein Gen for
ein beliebiges Fremdprotein oder mindestens zwei Markergene und ein Gen fur ein Fremdprotein in eine dicistronische
mRNA transkribiert werden: Vergleicht man die Translationseffizienz zweier offener Leserahmen (ORF) in dicistroni-
schen BNAs in soichen Konstrukien, so stellt man test, daB die Translationsinitiation des stromabwérts gelegenen
ORFs um das ca. 100fache ineffizienter verlauft als am stromaufwarts lokalisierten AUG des ersten ORFs (Kaufman
et al., EMBO J. 6:187, 1987; Kozak, Mol. Cell. Biol. 7:3438, 1987). Der stromaufwarts liegende ORF bzw. der tir die
Zelle nicht essentielle ORF (Fremdgen) kann hierbei schnell durch Deletion und DNA-Rearrange-ments verloren ge-
hen. In den Beispielen der EP-B1 0 247 145 wird auch nur die theoretische Expression eines Fremdgens in CHO-
Zellen beschrieben, allerdings fehlen die Expressionsdaten. Durch die Klonierung von einem dominanten Markergen
zusétzlich zum dhfr-Gen wurde versucht, das Spektrum der méglichen Expressionszellinien Ober die dhir-defizienten
CHO-Zellen hinaus zu erweitern. Die Chance, einen Klon, der alle drei Gene beinhalt, zu erhalten, ist allerdings auf
Grund der oben diskutierten Deletions- und DNA-Rearrangementsphanomene auBerst gering. ‘

Um die Kopplung des Markergens mit dem Fremdprotein beizubehalten, aber andererseits Rearrangements und
Deletionen zu reduzieren, wurde versucht, zwischen die dicistronischen Leserahmen Sequenzelemente, an denen
Ribosomen intern zu binden vermégen, einzubringen. Diese Sequenzelemente werden *Internal Ribosome Entry Sites"
(IRES) genannt, und wurden erstmais in der Familie der Picornaviren gefunden. Die 5'-untranslatierten Regionen (UTR)
von Poliovirus (Pelletier and Sonenberg, Nature 334:320, 1988) und Encephalomyocarditis (EMC) Virus (Jang et al.,
J. Virol. 63:1651; 1988;) sind in der Lage, in Zellen die interne Bindung der Ribosomen und damit verbunden die
Translationsinitiation an mRNAs zu vermitteln. Durch Insertion dieser Sequenz zwischen die beiden offenen Leserah-
men (Fremdprotein und Selektionsmarker) erreicht man eine gekoppelte, und dadurch effizientere Translation auch
des stromabwarts liegenden Leserahmens in der dicistronischen Einheit (Jang, supra) und vermeidet so Rearrange-
ments und Deletionen (Kaufman, Nucl. Acids Res. 19:4485; 1991). In tricistronischen Konstruktionen, in denen dem
dritten Cistron die IRES-Sequenz vorgeschaltet ist, wird zumindest der zweite ORF deletiert. Ist hingegen dem zweiten
Cistron die IRES vorgeschaltet, so wird der dritte ORF nur maBig bis gar nicht translatiert. Er unterliegt den Gesetzen,
wie sie fir dicistronische Konstruktionen ohne IRES gelten (Jang, supra).

GemaB der DE-A 42 28 458 wird dieses System benutzt, um eine multicistronische Expressionseinheit zu kon-
struieren, welche die aquimolare Expression der in den jeweiligen Cistrons positionierten Gene erlaubt. Stromabwarts
der IRES Sequenz ist eine Nukleotidsequenz 'Y' eingefigt, die die geforderte dquimolare Expression der Fremdgene
bewirken soll. Diese Expressionseinheiten sind insbesondere zur Herstellung von rekombinanten Proteinen geeignet,
die aus zwei oder mehreren Proteinuntereinheiten bestehen. Als Beispiel fiir solche rekombinanten Proteine wird das
Gen t0r den "Platelet Derived Growth Factor®, der aus einer A- und B-Kette besteht, mit diesem System exprimiert.

Die Verwendung eines Fusionsproteins aus zwei dominanten Selektionsmarkern wird in der WO 92/08796 be-
schrieben. Hierbei wird ein positiv selektierbares Gen (Hygromycin B-Phosphotransferase, hph) und ein negativ se-
lektierbares Gen (Thymidinkinase des Herpes Simplex Viruses, HSV-1 TK) so fusioniert, daf3 dem entstehenden Fu-
sionsprotein der C-Terminus des Hygromycin B-Proteins und der N-Terminus des HSV-1 TK-Proteins fehlt. Es wird
gezeigt, daB das Fusionsprotein bifunktionell aktiv ist und eine dieses Gen exprimierende Wirszelle einen dominant
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positiv selektierbaren und negativ selektierbaren Phenotyp bekommi.

Ein ebentalls bifunktionelles Fusionsprotein konstruierten Schwartz et al. (PNAS 88:10416, 1991). Die Autoren
fusionierten das HSV-1 TK-Gen mit dem bakteriellen Neomycin-Phosphotransferase (neo)-Gen in der Art, daB das
am C-Terminus modifizierte HSV-1 TK-Gen an das Startkodon des neo-Gens im Leserahmen ligiert wurde.

Alle bisher beschriebenen Strategien zur Optimierung der Expression wurden erarbeitet, um Fremdproteine in
groBem MaBstab herzustellen. Zum Beispiel braucht man zur Herstellung von rekombinanten Impfstoffen eine grof3e
Menge gereinigter Proteine. Fur die Behandlung von Patienten mit Defekten in der Blutgerinnung ist die Verfiigbarkeit
von groBen Kontingenten an Plasmaproteinen von immenser Bedeutung.

Prothrombin konnte von Jorgensen et al. (J. Biol Chem. 262: 6729, 1987) in CHO-Zellen ohne Amplifikation in
einer Konzentration von 100 ng Prothrombin/108 Zellen in 24 h exprimiert werden. Nach Amplifikation Uber dhir waren
die Ausbeuten bei 8-11 mU Prothrombin/106-Zellen in 24 h. Durch Expression von Prothrombin mit dem Vaccinia Virus
System konnte eine Expression von 18-23 mUA 08-Zellen und Tag erreicht werden (Falkner et al., Throm. and Haem.
68:119, 1992).

Die cDNA fir den humanen Faktor VIlI kodiert far 2332 Aminosauren. im Plasma liegt allerdings nur ein Bruchteil
van Faktor Vil als sinkettiges Protein vor. Die vorherrschende Faktor Vill-Spezies ist ein Zweikettenmolekdil, bestehend
aus einer leichten und einer unterschiedlich langen schweren Kette. Erste Versuche, rekombinanten Faktor Vill zu
exprimieren, stellten sich als schwierig heraus, da die Prozessierung eines so kompliziert aufgebauten Proteins in
Wirtszellen sehr ineffizient durchgefiihnt wird. Kaufman et al. (J. Biol. Chem. 263:6352, 1988) konnten in hoch-ampli-
fizierten CHO-Zellen (20pM bzw. 1mM MTX) maximal 1U FVillc/1 05-Zellen in 24 Stunden exprimieren. Dieser Wert -
kam nach 10000-facher Expressionssteigerung zustande. Anfangs lag die FVillc-Expression nur am Rande der Nach-
weisgrenze.

Mehrere Ansatze haben dann gezeigt, daB ein rekombmantes Faktor VilI-Protein, dem ein groBer Teil der schweren
Kette fehit, ebenfalls koagulative Eigenschaften besitzt, die vom nativen Molekdl nicht zu unterscheiden sind (Eaton
et al., Biochemistry 25:8343, 1986; Mertens et al., Brit. J. Haematol. 85:133, 1993). Auch in vivo wird dem Faktor Vill
durch Prozessierung die B-Domane abgespatten. Mehrere Autorengruppen konnten sogar zeigen, daf3 die Expression
von B-Domanen-deletiertem Faktor VIl wesentlich besser funktioniert als die Expression der kompletten Faktor Vil
cDNA (Toole et al. PNAS 83:5938; 1986; Pitiman et al., Blood 81:2925, 1993). Diese Literaturstellen geben 10-20fach
héhere Expression von deletiertem FVIII gegentber FVIlic an. Diese Expressionswerte konnten jedoch erst nach Am-
plifikation auf 1uM bzw. 5uM MTX und vVWF- -Coexpression erreicht werden.

GemaR der US-A 5 171 844 konnte die Faktor Vill-Deletionsmutante FVIIdB928 in COS-Zellen transient in einer
Konzentration von 15 mU/m! in 48 h Kultur exprimiert werden.

GemaB der EP-A 0 351 586 wird ein Expressionsplasmid mit einem Faktor VIli, dem die Aminosé&uren 740 bis
1649 fehien, unter der Kontrolle des Hihner B-Actin-Promotors beschrieben. Wird dieses Plasmid mit einem zweiten,
dhir-exprimierenden Plasmid in CHO-Zellen kotransfiziert und anschliefiend mit 10 nM MTX amplifiziert, kann man die
Expression von FVIIi:C von ca. 350 mU/106 Zellen pro Tag auf 1300 mU/108 Zellen pro Tag erhéhen. Im Vergleich zu

. dieser Kotransfektion zeigt die Transfektion mit einem Plasmid, in dem sich sowohl das dhfr-Gen unter Kontrolle des

SV40-Promotors als auch die cDNA des deletierten Faktors VIt unter der Kontrolle des Hihner B-Actin-Promotors
befinden, eine weit geringere Initialexpression des Faktors Vi, wie das nicht amplifizierte monocistronische Plasmid.

Der humane Faktor I1X wurde in dhir-defizienten CHO-Zellen mit einem Plasmid exprimiert, welches die Faktor 1X-
cDNA und das dhfr-Gen unter der Kontrolle des Adenovirus major late-Promotors exprimiert (Kauiman et al., J. Biol.
Chem. 261:9622, 1986). Doch selbst bei Amplifikation mit 20 uM MTX wurden bei bis zu 188,0 ug/mi erhaltenem Faktor
IX nur 0,2 bis 4,4% funktioneller Fakior IX produzien. Das von Balland et al. beschriebene CHO-Expressionssystem
erreicht bei etwa 2ug Faktor iX/ml und 24 Stunden nur etwa 30% funktionellen Faktor I1X (Eur. J. Biochem. 172: 565,
1988). In der WO 86/06408 wird auBerdem beschrigben, daB von nicht amplifizierten CHO-Zellen nur 15ng Faktor
1X/mi und 24 Stunden produziert werden.

Protein C wird von Grinell et al. (Adv. Appl. Biotechnol. Series 11:29, 1990) in initialselektierten, nicht amplifizierten
Zeliklonen in einer maximalen Menge von 1,15 ug/106-Zellen und Tag exprimiert. Gemaf der US 4 775 624 werden
1,8 pg/ml Protein C in CHO DUKX B11-Zellen exprimiert. Auchin der EP-B1 0 266 190 wird eine Protein C-Expression
von 1-2 ug/108-Zellen in BHK und 293 Zellen dokumentiert.

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher die Auigabe, ein System zur Verliigung zu steilen, das eine Expression
eines Fremdproteins in hoher Ausbeute und Reinheit erméglicht.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch ein Expressionsplasmid, das eine dicistronische Transknptlons-
[Translationseinhieit enthalt, welche eine Sequenz fir ein Fremdprotein und eine Sequenz fiir ein Fusionsprotein um-
faBt, wobei das Fusionsprotein aus mindestens einem Amplifikationsmarkerprotein und mindestens einem Selektions-
markerprolein besteht. Die erfindungsgemaBen Expressionsplasmide erméglichen beider Expression von Fremdpro-
teinen in dafir geeigneten eukaryontischen Zellen einerseits ein sehr hohes Verhaltnis von Fremdprotein exprimie-
render Klonen zu den Gesamtkionen und andererseits eine Uberraschend hohe Initialexpression der Fremdproteine.

Eine bevorzugte Ausflihrungsform des erfindungsgemasen Plasmids umfafBt zusétzlich eine interne Ribosomen-
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bindungsstelle, welche eine zuverlassigere Translation der gesamten m-RNA gewahrleistet.

Eine besonders bevorzugte interne Ribosomenbindungsstelle ist die 5'-nicht-translatierte Region des Encephalo-
myocarditis-Virus (ECMV 5'UTR). Diese erméglicht eine besonders gute Bindung der Ribosomen im internen Bereich
der mANA, wodurch die Translation eines weiter stromabwaris liegenden offenen Leserahmens positiv beeinfluBt wird.

GemaB einer bevorzugten Austiihrungsform der edindungsgemaBen Plasmide liegt die kodierende Sequenz far
das Fremdprotein 5' und die kodierende Sequenz tir das Fusionsprotein 3' von der intemen Ribosomenbindungsstelle.
Diese Anordnung ermdglicht eine maximale Ausbeute an Fremdprotein, da das Gen fir das Fremdprotein unmittelbar -
nach dem Promotor liegt und damit optimal transkribiert wird.

Das Fremdgen und die Sequenz fir das Fusionsprotein sind vorzugsweise in eine dicistronische mRNA transkri-
bierbar, weil dadurch die Transkription/Translation in einfachster Weise ablaufen kann.

Die erfindungsgemaBen Expressionsplasmide werden bevorzugt von einem einzigen, mdglichst starken Promotor
kontrolliert, beispielsweise durch den CMV-, den SV40-, den humanen B-Actin- oder vergleichbare Promotoren.

Zusatzlich kénnen die erfindungsgeméfen Plasmide ein Intron, vorzugsweise das Intron des SV 40 t-Antigens,
das 16s/19s-Intron oder das erste intron des humanen B-Actin-Gens, und/oder ein Polyadenylierungssignal, vorzugs-
weise das der frihen oder spaten Transkriptionseinheit des SV 40-Virus, enthalten. Auch diese Bestandteile ermog-
lichen optimierte Expressionsraten des Fremdproteins.

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméaBen Plasmids besteht die Sequenz fur das Fu-
sionsprotein aus zwei Teilsequenzen, namlich einem hochamplifizierbaren Amplifikationsmarkergen, vorzugsweise
dem Dihydrofolat Redukiase-Gen, und einem Selektionsmarkergen, vorzugsweise dem Hygromycin B-Phosphotrans-
ferase-Gen.

Das Dihydrofolat Reduktase-Gen/Hygromycin B-Phosphotransferase-Gen-System hat den besonderen Vorteil,
daf dieses Fusionsprotein durch die enge Kopplung der hph- und dhfr-Doménen als dominanter Marker auch in Zellen
mit endogenem dhfr-Gen amplifiziert werden kann. Dies wird insbesondere auch durch die Eigenschaft eines hph-
Amplifikationspotentials erméglicht, sodaB man von einem doppelt dominanten selektierbaren und doppelt amplifizier-
baren Markerprotein sprechen kann. So kann man zunachst eine geniigend hohe hph-Ampilifikation durchiiihren, die
bei anschlieBendem Umschalten auf MTX gewahrleistet, daB die dann gewahite MTX-Konzentration nicht mehr vom
endogenen DHFR kompensiert werden kann.

Vorzugsweise ist das Selektions-/Amplifikationsmarker-Fusionsprotein bifunktionell und die 10 das Fusionsprotein
kodierende Sequenz so konstruiert, daB der 5'-kodierenden Teilsequenz das Stopkodon und der 3'-kodierenden Teil-
sequenz gegebenentfalls das Startkodon fehit. Dadurch kann das Fusionsprotein in einfacher und effizienter Weise
translatiert werden.

Bei einer anderen Austihrungsart des Expressionsplasmids sind die kodlerenden Sequenzen der beiden Prote-
inanteile der Sequenz fiir das Fusionsprotein durch einen Spacer getrennt, insbesondere durch einen 15 Nukleotide
langen Spacer. Vorzugsweise kodiert die Spacersequenz fir 5 Glycinreste (GGA GGC GGG GGT GGA (SEQ.ID.NO.
2)) oder fiir 5 Prolinreste und die Sequenz CCA CCC CCG CCT CCA (SEQ.ID.NO. 1).

Das Vorhandensein des Spacerproteins forden die Funktionalitat des Fusionsprotein. Die Aktivitat der Markerpro-
teine im Fusionsprotein gegentiber den distinkten Markerproteinen ist nicht verringen.

Die Aminosduresequenzen von bevorzugten Fusionsproteinen sind als SEQ.ID.NO.3 (Fusionsprotein DHFR/HPH
ohne Spacer), SEQ.ID.NO.4 (Fusionsprotein DHFR/MPH mit Glycin-Spacer) und SEQ.D.NO.5 (Fusionsprotein
DHFR/HPH mit Prolin-Spacer) im Sequenzprotokoll autgelistet.

Beispiele fiir bevorzugte Plasmide sind die Expressionsplasmide pCMV/EDH-Sp, pCMV/EDHGIly und pCMV/ED-
HPro geman Fig.4-A.

Die erfindungsgemaBen Expressionsplasmide eignen sich in besonderer Weise 10r die Expression von humanen
Plasmaproteinen oder viralen Proteinen, bzw. deren Derivate oder Fragmente.

Bevorzugte Proteine, die mit den esfindungsgeméaBen Plasmiden exprimiert werden konnen, sind humanes Pro-
thrombin, humaner Faktor V11, insbesondere die Deletionsmutante FaktorVIlidB928 des Faktor Vili, welche die grofite
Deletion in der B-Doméanen aufweist, die noch die Expression eines aktiven Faktor VIl zulaBt, humaner Faktor 1X,
humanes Protein C, humanes Serumalbumin (HSA) und humaner von Willebrand-Faktor.

- Bevorzugte Expressionsplasmide sind

- pCMVFII/EDH-Sp, pCMVFII/EDHGIly und pCMVFII/E DHPro (zur Expression von Prothrombin),

- pCMVFVIllc/EDH-Sp, pCMVFVIIIc/EDHGly und pCMVFVIIic/EDHPro (zur Expression von Faktor VIH),

- pCMVFVIIIGB928/EDH-Sp, pCMVFVIIIAB928/EDHGl, pCMVFVIIIGBS28/EDHPro  (zur Expression von
FVIIldBS28),

- pCMV-FIX-EDH-Sp, pCMV-FIX- EDHGIy und pCMV-FIX-EDHPro (zur Expression von Faktor IX),

- pCMV-PCWI-EDH-Sp, pCMV-PCwt-EDHPro, pCMV-PCwt-EDHGly, pCMV-PCpt. mut.-EDH-Sp, pCMV-PCpt mut.-
EDHPro und pCMV-PCpt. mut.-EDHGIy (zur Expression von Protein C),

- pAct-vWF-EDH-Sp, pAct-vWF-EDHPro und pAct-vWF-EDHGIy (zur Expression von von Willebrand-Fakior.
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Als besonders vorteilhaft haben sich Expressionsplasmide gezeigt, welche Expressionskassetien umfassen, die
die DNA Sequenzen SEQ.ID.NO. 6, SEQ.ID.NO. 7 oder SEQ.ID.NO. 8 enthalten, und eine hervorragende Expression
insbesondere des Fremdproteins in der transfizierten Zelle ermoglichen.

GeméB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Fusionsprotein, welches aus einem hocham-
plifizierbaren Amplifikationsmarker und einem Selektionsmarker besteht.

Dieses Fusionsprotein ist bevorzugt dadurch gekennzeichnet, daB dem 5-kodierenden Gen fiir den Amplifikati-
onsmarker das Stopkodon und dem 3'-kodierenden Gen fir den Selektionsmarker das Startkodon fehit.

Bei einem weiteren bevorzugten Fusionsprotein sind der Amplifikationsmarker und der Selektionsmarker durch
ein Spacerprotein getrennt, das vorzugsweise aus mindestens 5 Glycinresten oder aus mindestens 5 Prolinresten
besteht.

Beispiele fir solche bevorzugten Fusionsproteine weisen die Ammosauresequenz SEQ.ID.NO. 3, SEQ.ID.NO. 4
oder SEQ.ID.NO. 5 auf.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifit transfizierte eukaryontische Zellinien, vorzugsweise ausgewahlt aus den
Zellinien CHO, 293 oder humane Leberzellinien, wie SK-HEP-1 oder Chang Liver, die mit einem erfindungsgemaBen
Expressionsplasmid transfiziert sind und ein Fremdprotein exprimieren. '

GemaB einem anderen Aspekt der Erfindung setzt man die Zellinie SK-Hep-1 als Expressionsvehikel, insbeson-
dere fir humane Plasmaproteme wie Prothrombin, Faktor VIII (bzw. Faktor Viil- Denvate wie die Mutante Faktor Vill
dB928), Faktor IX, Protein C oder von Willebrand Faktor, ein.

Vorzugsweise exprimiert die transfizierte eukaryontische Zelliinie humanes Prothrombin, humanen Faktor Vill, die
Deletionsmutante dB928 des humanen Faktor VIII, den humanen Faktor 1X, das humane Protein C, humanes Serum-
albumin (HSA) oder den humanen von Willebrand Faktor, bzw. deren Derivate oder Fragmente.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Fremdproteinen, welches dadurch gekennzeichnet
ist, daB eine eukaryontische Zellinie mit einem erfindungsgeméaBen Expressionsplasmid transfiziert wird, die erhalte-
nen Klone durch einen Selektionsprozef3 unter der Kontrolle des Selektionsmarkers isoliert und dabei vorzugsweise
gleichzeitig amplifiziert werden, anschlieBend unter der Kontrolle eines Amplifikationsmarkers weitere Amplifikationen
erfolgen, wobei das Fremdprotein exprimiernt und geerntet wird.

Bei einer bevorzugten Verfahrensvariante erfolgt der SeleklionsprozeB unter Verwendung von Hygromycin B und
die weitere Amplifikation unter Verwendung von Methotrexat.

Dabei hat es sich gezeigt, daB einerseits die Kombination der Amplifizierbarkeit und der dominanten Selektierbar-
keit des dhir-Gens sowie die enge Verbindung des Amplifikations-Selektionsmarkerproteingens mit dem Fremdgen in
einer dicistronischen Transkriptions/Translationseinheit lir die Ausbeute an Fremdprotein von groBer Bedeutung ist.

Beim Optimieren des Expressionsprotokolls unter Verwendung der erfindungsgemaBen Expressionsplasmide kam
es zu dem Gberraschenden Ergebnis, daB auch das Hygromycin B-Phosphotransierase-Gen amplifizierbar ist. Dies
widerspricht der allgemeinen Auffassung. Durch langsame Steigerung der Hy B-Konzentration konnte unter anderem
auch eine Koamplifikation des dhir-Gens erreicht werden, die eine Umstellung auf eine MTX-Konzentration erlaubte,
die fir das endogene DHFR bereits toxnsch ist. Dann erst wurde mit MTX die eigentliche Amplifikation iber mehrere
Schritte durchgetihrt.

Diese bevorzugte Kombination des rezessiven Amplifikationsmarkers dhfr mit dem dommanten Selektionsmarker -
hph als Fusionsprotein erlaubt die Amplifikation der Fremdgene bzw. Expression der Fremdproteine in jeder beliebigen
Zellinie. Bevorzugt werden die Zellinien, die die Prozessierung und Modifikation der Proteine vollstandig durchihren.

Als besonders bevorzugte Zellinien im erfindungsgemaBen Verfahren haben sich CHO, 293 oder humane Leber-
zellinien, wie SK-HEP-1n und Chang Liver (ATCC CCL 13) erwiesen.

In den Beispielen werden sowchl die dhir-defiziente Zellinie CHO DUKX-B11 (Chasin und Urlaub, PNAS 77:4216,

~1980), als auch Zelllinien mit endogenem dhir-Gen, 293 (ATCC CRL 1573) und SK-HEP-1 (ATCC HTB 52) verwendet.

Erfindungsgeman eignen sich Leberzellinien am besten fir die Expression des humanen Faktors VIil. Bei Ver-
wendung dieser Zelllinien wurde tiberraschenderweise festgestellt, daB nicht nur 95% der Faktor VIII transformierten
Zellen auch Faktor VIII exprimieren, sondern daB auch initial schon eine gro3e Menge an Faktor VIil exprimiert wird.
Nicht zuletzt zeigen diese Leberzelllinien eine optimale post-translationale Modifikation des rekombinanten Faktors
Vi,

Insbesondere zeigte sich von allen Leberzellinien die Zellinie SK-HEP-1 als besonders gut geeignet.

Erfindungsgeman werden bevorzugt rekombinante Blutgerinnungsfaktoren, insbesondere rekombinantes huma-
nes Prothrombin, rekombinanter humaner Faklor VIlI, rekombinanter humaner FVIidB928, rekombinanter humaner
Faktor 1X, rekombinantes humanes Protein C, humanes Serumalbumin (HSA) oder rekombinanter humaner von Wil-
lebrand Faktor, hergestelit.

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch Fremdprotein-Praparationen, welche durch das erfindungsgemafe Verfah-
ren erhalilich sind und sich durch einen besonders hohen Anteil an aktivem Protein und hoher Reinheit auszeichnen,

insbesondere auch bei Proteinen, die post-translationelle Modifikationsprozesse durchlauten miissen, um in ihre aktive
Form gebracht zv werden.
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Daher betrifft die vorliegende Erfindung insbesondere Praparationen von viralen Proteinen oder von humanen
Plasmaproteinen, vorzugsweise von aktivem humanen Prothrombin, von aktivem humanen Faktor VIII, von aktivem
humanen, deletiertem FVIIIdB928, von aktivem humanen Faktor IX, von aktiver humanen Prolein C, von HSA und
von aktivem humanen von Willebrand-Faktor. _ ‘

Die Erfindung betrifft weiters pharmazeutische Zusammensetzungen, welche eine dieser erfindungsgemanen Pra-
parationen, insbesondere Plasmaproteinpraparationen, umfaBt. Diese pharmazeutischen Zusammensetzungen wer-
den durch Ubliche Verfahren aus den erfindungsgemaBen Praparationen erhalten und zeichnen sich durch eine be--
sonders gute Wirksamkeit bzw. Vertraglichkeit aus, welche durch das effiziente Herstellungsverfahren der Praparatio-
nen bedingt sind.

Durch die erfindungsgemaBe Anordnung und Art der funktionellen Segmente (Fremdgen, Markertusionsprotein-
gen) im Plasmid werden einerseits Deletionen und DNA-Rearrangements verhindert, andererseits aber die Funktio-
nalitat beider Markerelemente und auch die mengenmaBig iberraschend hohe Expression der diversen Fremdproteine
in funktioneller Form gewahrleistet. Bei allen untersuchten Fremdproteinen zeigte sich bereits eine sehr hohe Initial-
expression. Zum Beispiel wird Prothrombin, wie oben erwéhnt, in CHO ohne Amplifikation in einer Menge von 100
ng/108 Zellen in 24h exprimiert (Jorgensen et al., supra). im nachiolgenden Beispiel 1 wird gezeigt werden, daB mit
dem erfindungsgemaBen Expressionsplasmid Prothrombin in CHO-Zellen ohne Amplifikation bereits in einer Menge
von 12 bis 15 mU/10€ Zellen in 24h (dies entspricht 1,2 bis 1,5 pg), und in 293-Zellen sogar 50 bis 55 mU/1086 Zellen
in 24h (entspricht 5 bis 5,5 nug) produziert werden konnte. Ebenso kdnnen die Expressionswerte, die in der Literatur
far andere Plasmaproteine erst nach umfangreicher Amplifikation erreicht werden, mit dem erfindungsgeméafien Ex-
pressionsplasmid schon im Stadium der Initialexpression drastisch Giberschritten werden. Besonders wird darauf hin-
gewiesen, daB die hier angegebenen Expressionsdaten nicht die Mengs an exprimiertem, antigenem Protein aufzei-
gen, sondern daB es sich um Proteinmengen handelt, die in Aktivitatstests ermittelt worden sind.

Die Erfindung wird anhand der Zeichnung sowie der nachstehenden Beispiele, auf die sie jedoch nicht einge-
schrankt sein soll, ndher erldutert. In der Zeichnung zeigen:

Fig. 1 die Anordnung des EDH-Selektions-/Amplifikationsmarkers im Kontext mit Promotor und Fremdgen, wobei
der Pieil die Richtung der Transkription anzeigt;

Fig. 2 die Konstruktion der ED-Kassette und Subklonierung in pCRTM;
Fig. 3 die Struktur der Plasmide pCMVNco/MCS (A) und pCMV/Hy (B);
Fig. 4 die Struktur der Plasmide pCMV/EDH-Sp (A) und pCMVFII/EDH-Sp (B);
Fig. 5A-C die Aminosauresequenz der Fusionsproteine: DHFR/HPH ohne Spacer (A; SEQ.ID.NO. 3), DHFR/HPH
mit Glycin-Spacer (B, SEQ.ID.NO. 4) und DHFR/HPH mit Prolin-Spacer (C, SEQ.ID.NO. 5), wobei die Sequenz

im Ein-Buchstabencode angegeben ist;

Fig. 6 die Southern Blot-Analyse von genomischer DNA der CHO-Zellklone #837 (transfiziert mit pCMVFII/EDH-
Sp, DHFR Initialselektion) und #4389 (Subklon von #837, amplifiziert auf 40nM MTX);

Fig. 7 die Western BIot-Anélyse von 293 bzw. CHO-Zellklonen, die mit dem Plasmid pCMVFII/EDHPro bzw. pCMV-
FIVEDH-Sp. transfiziert wurden;

Fig. 8 die Struktur der Plasmide pCMVFVIIIc/EDHPro (A) und pCMVFVIIIdB928/EDHPro (B);

Fig. 9 die Southern Blot-Analyse von genomischer DNA der SK-HEP-1 Zellklone #1963 (400pug HyB/ml) und #3310
(1500ung HyB/ml),wobei der Klon #3310 von #1963 abstammite;

Fig. 10 die Western Blot-Analyse von FVIIIdB928-exprimierenden 293-und SK-HEP-1-Zellen;
Fig. 11 die Struktur des Plasmides pActvWF/EDHPro;
Fig. 12 die Konstruktion von pCMV-FIX-EDHPro;

Fig. 13 ein Western Blot von rekombinantem Faktor IX aus 293-und SK-HEP-1-Zellklonen im Vergleich zu plas-
matischem Faktor IX und rekombinantem Faktor IX aus CHO-Zellen.
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Fig. 14 die Konstruktion von pCMV-PCwt-EDHPro und pCMV-PCpt.mut.-EDHPro;

Fig. 15 ein Western Biot von rekombinantem Protein C aus 293 und SK-HEP-1-Zellen im Vergleich zu plasmati-
schem Protein C;

Fig. 16A-P das Sequenzprotokoll, welches gleichzeitig als Teil der Beschreibung angesehen werden soll;
Fig. 17 die schematische Darstellung des Plasmids pCMVHSA/EDHPro und

Fig. 18 eine Westem Blot-Analyse von HSA-exprimierenden SK-HEP-1-Zellen. Die Zahlenwerte am Rand geben
das Molekulargewicht in kDa an. Spur 1: SK-HEP-1 Negativkontrolle, Spur 2: SK-HEP-1-Klon #366, Spur 3: SK-
HEP-1-Kion #368, Spur 4: SK-HEP-1-Klon #368, Spuren 5-7: plasmatische HSA-Standards, Spur 8: Molekular-
gewichtsstandard, Spur 9: Pichia p.-Negativkontrolle, Spur 10: HSA exprimierender Pichia p.-Produktionsstamm.

Beispiele:

In den Beispielen wird die Klonierung der Expressionsplasmide beschrieben. Am Beispiel der Expression von
Prothrombin werden die Transfektion, das Selektions- und Amptlifikationsprotokoll und die dazugehérigen Kontrollex-
perimente beschrieben. Die Verifikation der dicistronischen mRNA wird mittels Northem Blots durchgetiihrt, die Am-
plifikation der Transkriptions-/Translationseinheit wird in Southern Blots iiberprift. Fir die genaue Analyse der expri-
mierten Fremdproteine werden Western Blots herangezogen und schlieBlich werden die rekombinanten Proteine mit-
tels bekannter Koagulationstests auf ihre Aktivitat hin Gberprift. Die Aktivitdten werden in' mUnits (mU) pro 108-Zellen
und 24 h angegeben. Um die allgemeine Verwendbarkeit der Expressionsplasmide zu demonstrieren, wird die Expres-
sion der Fremdproteine in verschiedenen Zellinien durchgefohrt.

Beispiel 1 beschreibt die Klonierung des humanen Faktors Il mit den erfindungsgeméaBen Expressionsplasmiden
in CHO- und 293-Zellen. Die Kionierung und Expression der Faktor Viil-Deletionsmutante FVI11dB928 und des gesam-
ten Faktors VIl wird in 293 und SK-HEP-1-Zellen in den Beispielen 2 und 3 beschrieben. In den weiteren Beispielen
3 bis 6 wird die Expression der humanen Faktoren von Willebrand, Faktor IX, HSA und Protein C in den Zelllinien SK-
HEP-1 und 293-Zellen beschrieben. Die Zellinie SK-HEP-1 wird als Beispiel 10r eine humane Leberzellinie verwendet,
es kénnen aber auch andere humane Leberzellinien verwendet werden.

Beispiel 1: Kionierung des Seleklions-/Amplifikationsmarkers EMCV5'UTR/dhfr/Hygromycin-Phosphotransierase
(EDH) und dessen Anwendung auf die Expression von Faktor ||

Konstruktion der Plasmide:

pCMV: Ais Ausgangsplasmid wurde pCMVB (MacGregor und Caskey, Nucleic Acids Res. 17: 2365, 1989, Firma
Ciontech, Palo Alto, USA) verwendet. Dieses wurde mit Notl geschnitien, um das B-Galaktosidase-Gen zu entfernen
und anschlieBend religiert. Daraus entstand das 3,8 kb groBe Plasmid pCMV.

pCMV-MCS: (MCS; Multiple Kionierungsstelle) Um Gberfilissige Restriktionsschnittstellen zu entfernen, wurde
pCMV mit Sall und Hindll geschnitten, mit dem Klenow Fragment der E. coli DNA Polymerase | (Pol. K.) aulgefallt
und religiert. Aus dieser Reaktion entstand pCMV-MCS. Dieses Plasmid beinhaltet den *Immediate Early Gene®-Pro-
motor/Enhancer des menschlichen CMV und 80bp der 5'UTR des zugehorigen Gens. Es schiieBt sich 3' eine Xhol-

~ Schnittstelle an, gefolgt von dem SV40 16S/19S-Intron und der SV40-Polyadenylierungsstelle.

pCMVNco/MCS: pCMV-MCS wurde mit Xhol gedffnet und mit den komplementaren Oligonucleotiden VI/1: 5'-TCG
ACC ATG GAC AAG CTT ATC GAT CCC GGG AAT TCG GTA CCG TCG ACC TGC AGG TGC ACG GGC CCA GAT
CTG ACT GAC TGA-3' (SEQ.ID.No. 9) und VI/2: 5'-TCG ATC AGT CAG TCA GAT CTG GGC CCG TGC ACC TGC
AGG TCG ACG GTA CCG AAT TCC CGG GAT CGA TAA GCT TGT CCA TGG-3' (SEQ.ID.No. 10) als neue MCS
ligiert. Dabei wurde die Xhol-Schnittstelle zerstdrt und es entstand der Vekior pPCMVNco/MCS (Fig. 3-A). Die neue
MCS vertiigte Uber eine Ncol-Erkennungssequenz als Translations-Initiations-Codon um Fremdgene ohne eigenes
ATG-Startcodon einsetzen und exprimieren zu kénnen.

pCMV/Hy: In pPCMVNco/MCS wurde das Hygromycin B-Phosphotransterase-(hph)-Gen ohne ATG (hph-ATG) ein-
gesetzt. hph-ATG wurde als 1,2 kb-Fragment aus dem von Boehringer Mannheim erhaltlichen Vektor pHphO als Sall,
Smal-Fragment isoliert und in die Sall- und Pol. K.-behandelte ApaLl-Schnittstellen von pCMVNco/MCS eingesetzt.
Somit entstand pCMV/Hy (Fig. 3-B).

pSVDHFR: Das dhir-Fragment samt Polyadenylierungs-Sequenz wurde als 1500bp groBes Pstl-Fragment aus
pASDII (Kaufman and Sharp, Mol. Cell. Biol. 2: 1304, 1982) isoliert und dber die Pstl-Schnittstelle in pSVMCS einge-
setzt. pPSVMCS entsland aus pSVP (MacGregor und Caskey, supra, Firma Clontech, Palo Alto, USA), indem das B-
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Galaklosidase-Gen durch Schneiden mit Notl und Religation des verbleibenden Vektors entfernt wurde. Durch Schnei-
den mit Xbal und Hindlll, Auffillen mit Pol.K und Religation wurde die MCS 3' der SV40-Polyadenylierungssequenz
entfernt. In die Notl-Schnittstelle wurde dann eine neue MCS eingesetzt. Die eingesetzte MCS hatte folgende Sequenz:
5'-GG CCT AGG GCC CTAGGC CTACTAGTACTAAGC TTC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAC CCC GGG GAA
TTC AAT CGA TGG CC-3' (SEQ.ID.No. 11).

pTA/ED(-TAA) (Fig. 2): in den Vektor pPCR™ (Firma Invitrogen, San Dlego USA) wurde die Kassette bestehend
aus dem 5' nichttranslatierten Bereich des Encephalomyocarditis Virus (EMCV5'UTR) und dem dhifr-Fragment ohne
Stop-Codon TAA (-TAA) subkloniert. Die Herstellung des EMCVS'UTR/dhfr(-TAA)-Fragments erfolgte mittels Polymer-
ase-Kettenreaklion (PCRY). Das 500bp grofle EMCV5'UTR-Fragment wurde aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) durch
PCR mit den Primern #640, 5'-ACC CCC GGG GGT ACC ATATTG CCG TCT TTT GG-3' (SEQ.ID.No. 12) und #642,
5-GGA ATT CCC ATG GTA TTATCG TGT TTT TC-3' (SEQ.ID.No. 13) isoliert.

Das 560bp groBe dhir-Fragment wurde aus pSYDHFR mittels PCR mit den Primern #634, 5'-GGA AGC TTG GCC
ATG GTT CGA CCA TTG AAC TGC-3' (SEQ.ID.No. 14) und #698, 5'-GGT CAAGCT TTT CTT CTC GTAGAC TTC
AAA CTT ATA CT-3 (SEQ.ID.No. 15) isoliert.

Die durch PCR-Amplifikation gewonnenen EMCV5'UTR- und dhir-Fragmente wurden nach der gelelektrophore-
tischen Trennung aus "Low Melting Point Agarose® (LMA) isoliert. Die beiden Fragmente wurden jeweils mit Ncol
nachgeschnitten und ligiert. Von dem Ligationsprodukt wurde neuerlich eine PCR-Amplifikation mit den flankierenden

Primem angesetzt, also mit den Primem #6540 und #698 (siehe oben). Das resultierende 1050bp groe Fragment

wurde in den Vektor pCR™ (Firma Invitrogen, San Diego, USA) eingesetzt. Dabei entstand das Plasmid pTA/ED(-TAA).

pCMV/EDH-Sp: In den mit Smal und Sall gedffneten Vektor pCMV/Hy wurde das Smal-, Sall-Fragment
EMCVS'UTR/dhtr(-TAA) aus pTA/ED (-TAA) eingesetzt. Dabei entstand das Konstrukt pPCMV/EDH-Sp (Fig. 4 A).

pCMV/EDHGly: In die singulédre Sall-Schnittstelle zwischen dhfr- und hph-Gen wurde ein *Spacer® eingesetzt. Der
Spacer bestand aus den komplementéaren Oligonucleotiden #1077 (5'-TCG ATT ACG TAC TGG AGG CGG GGG TGG
AAA-3'; SEQ.ID.No. 16) und #1078 (5'-TCG ATT TCC ACC CCC GCC TCC AGT ACG TAA-3"; SEQ.ID.No. 17), veriugte
dber eine neue SnaBl-Schnittstelle und kodierte fir finf Glycin-Reste. Der Ubergang zwischen dhir und hph hatte
somitdie Sequenz: 5'-GT CGATTACGT ACT GGA GGC GGG GGT GGA AAT CGA CGG ATC CC-3'(SEQ.ID.No. 18).

pCMV/EDHPro: In die singulare Sall-Schnittstelle zwischen dhfr- und hph-Gen wurde der *Spacer® von pCMV/ED-
HGly in reverser Orientierung eingesetzt. Somit kodierte er hier fiir fant Prolin-Reste, wobei der Ubergang zwischen
dhir und hph die folgende Sequenz hatte: 5'-GT CGA TTT CCA CCC CCG CCT CCA GTA CGT AAT CGA CGG ATC
CC-3 (SEQ.ID.No. 19).

pCMVFII/EDH-Sp (Fig. 4 B): Die Faktor II-cDNA wurde als 2 kb-Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) isolient,
indem mit Ncol partial und Smal vollstandig geschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den Vektor pCMV/EDH-Sp
eingesetzt, welcher ebenfalls Ncol partial und Smal volistandig geschnitien wurde.

pCMVFII/EDHGIy: Die Faktor li-cDNA wurde als 2 kb-Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) isoliert, indem
mit Ncol partial und Smal vollstandig geschnitten wurde. Dieses Fragmerit wurde in den Vektor pPCMV/EDHGIy einge-
setzt, welcher ebenfalls Ncol partial und Smal vollstandig geschnitten wurde.

pCMVFII/EDHPro; Die Faktor |I-<cDNA wurde als 2 kb-Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) |sollen indem
mit Ncol partial und Smal volistandig geschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den Vekior pCMV/EDHPro einge-
setzt, welcher ebenfalls Ncol partial und Smal vollstédndig geschnitten wurde.

Herstellung der permanenten Zellinien:

Initialselektion; CHO-(ATCC CRL 9096) und 293-Zellen (ATCC CRL 1573) wurden von der American Type Culture
Collection (Rockville, MD) bezogen. Beide Zellinien wurden mit den Konstrukten pCMVFIIVEDH-Sp, pCMVFI/EDHGlY
und pCMVFII/EDHPro entsprechend Graham and von der Eb, Virology 52: 456, 1973 transfiziert. CHO-Zellen wurden
der DHFR-Selektion, der Hygromycin B-Selektion und der gleichzeitigen Hygromycin B- (HyB) und DHFR-Selektion
unterzogen.. 293-Zelien wurden der Hygromycin B-Selektion ausgesetzt. Nach 10-20 Tagen wurden die resistenten
Kolonien vereinzelt und aut Faktor I (Fil)-Expression getestet.

DHFR-Selektionsmedium: DMEM/HAMs F12 ohne Glycin Thymidin und Hypoxanthin, 10% dialysiertes fotales
Kalberserum, 101U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin (Gibco 043-05140H), L-Glitamin (Gibco-043-05030H).

Hygromycin B-Selektionsmedium: DMEM/HAMs F12, 10% fotales Kalberserum, 10IU/ml Penicillin, 100pg/ml
Streptomycin (Gibco 043-05140H), L-Glutamin (Gibco 043-05030H), je 10ug/ml Adenosin, Thymidin und Deoxyaden-
osin (Sigma), 200ug Hygromycin B (Calbiochem)/ml.

Genamplifikation: Die Amplifikation via hph erfolgte mittels Hygromycin B (HyB) beginnend bei 200ug HyB/ml. Um
die Méglichkeit von Rearrangements oder Deletionen durch zu hohe Konzentrationen von HyB gering zu halten, wurde
die HyB-Konzentration je Ampilifikationsschritt jeweils nur verdoppelt. Die Amplifikation mittels DHFR bei CHO-Zellen
erfolgte beginnend bei 10nM Methotrexat (MTX) durch Verdoppiung der MT X-Konzentration je Stute. Die Amplifikation
von 293 Zelien wurde beginnend bei 100nMMTX angesetzt. Die bei jeder Amplifikationsstufe entstehenden resistenten
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Zellklone wurden vereinzelt und auf Faktor |I-Expression uniersucht.

Bestimmung der Faktor |I-Aktivitat: Die zu testenden Faktor ll-exprimierenden Zellklone wurden mit serumireiem
Testmedium, supplementiert mit Sug/ml Vitamin K1 24 Stunden inkubiert. Die Bestimmung der Gerinnungsaklivitat
erfolgte mit einem Koagulometer KC4A (Firma Amelung GmbH, BRD) nach einer modifizierten Prothrombin-Zeit-Me-
thode (Falkner et al. 1992).

Proteinnachweis mittels Western Blot-Analysen: Western Biots wurden entsprechend Towbin et al., PNAS 76:
4350, 1979 vorgenommen. Als erster Antikrper wurde ein Anti-Prothrombin-Antikdrper (Firma Dakopatts, Danemark)
in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. Als zweiter Antikrper wurde ein Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikérper (Firma
BioRad, CA, USA) in einer Verdinnung von 1:7500 verwendet, welcher mit alkalischer Phosphatase konjugiert war.
Der Nachweis mittels Farbung erfolgte nach Standardmethoden mit dem Protoblot-System der Fa. Promega.

Untersuchungen der DNA- und RNA-Struktur: Die Praparation der zellularen DNA erfolgte nach Gross-Bellard et
al., Eur. J. Biochem. 36: 32, 1973, Southern Blot-Analysen nach Southern, (J. Mol. Biol. 98: 503, 1975) bzw. nach
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989.
Die far die Spaltung der zelluliren DNA notwendigen Restriktionsenzyme wurden von Boehringer Mannheim, BRD
bezogen. Die Hybridisierungssonden Faktor 1i, dhfr und hph wurden aus den Plasmiden pCMVFII/EDHPro, pSVDHFR
und pCMV/Hy prapariert.

Die Isclierung der mRNA erfolgte mit den Materialien und nach den Protokollen der Firma Invitrogen, USA (*Fast
Track®, #1-800-955-6288), Northern Blot-Analysen wurden entsprechend Sambrook et al., supra, durchgefuhrt. RT-
PCR Analysen erfolgten mit den Materialien der Firma Perkin Elmer Cetus, USA ("rTth Reverse Transcriptase RNA
PCR Kit*, #N808-0069) nach Kwok, PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications. Academic Press, Inc., San
Diego, CA 1990 bzw. Myers et al., Biochemistry 30: 7661, 1991, wobei je Reaktion 2ug mRNA eingesetzt wurden. Als
Primer wurden #1489 (bindet 3 in der Faktor II<cDNA): 5' GGA AAT ATG GCT TCT ACA CAC ATG TGT TCC GCC
TGA A 3 (SEQ.ID.No. 20) und #1480 (bindet 5' im dhir- Gen): 5' TCC GTT CTT GCC AAT CCC CAT ATT TTG GGA
CAC GGC G 3' (SEQ.ID.No. 21) eingesetzt.

Konstruktion des Selektions-/Amplifikationsmarkers EMCVS'UTR/ dhfr/Hygromycin Phosphotransferase (EDH):
Das CHO-Zellexpressionssystem ist in seiner Ublichsten Ausfihrung mit DHFR-Selektion bzw. Methotrexat (MTX)-
Amplifikation verbunden und an die Verfugbarkeit von DHFR-defizienten Zellinien wie CHO DUKX 811 (Urlaub and
Chasin, supra) gebunden. Da sich CHO-Zelien jedoch nicht bedingungslos fir die Expression jedes beliebigen Proteins
eignen, wurde der Versuch unternommen, auch andere Zellinien als Expressionssysteme effizient nutzbar zu machen.
In diesem Sinne wurde der EDH-Marker konstruiert. Er findet seine Hauptanwendung in solchen Zellen, die Uber ein
endogen funktionelles dhfr-Gen verfigen, da in deramgen Zellinien die Selektion bzw. Genamplmkatlon durch DHFR
bzw. MTX nur unzureichend durchithrbar ist.

Bei diesem EDH-Marker handelte es sich um ein bifunktionelles Fusionsprotein, welches sich aus dem Dihydrofolat
Reduktase (dhfr)-Gen und dem Hygromycin Phosphotransferase (hph)-Gen zusammensetzt. Das hph-Gen wurde ge-
wahit, weil es einen sehr guten Selektionsmarker darstellt, das dhir-Gen deshalb, weil es den besten Amplifikations-
marker darstelit.

Da nicht auszuschlieBen war, daB sich die beiden fusionierten enzymatischen Proteineinheiten durch ihre raum-
liche Nahe in inrer Aktivitat beeinflussen oder sogar behindemn kénnten, wurde versucht, dies dadurch zu verhindern,
daB zwischen die beiden Fusionsprotein-Anteile ein sogenannter *Spacer” eingesetzt wurde. Bei diesem Spacer han-
delte es sich um ein kurzes Oligonucleotid, welches in der einen Orientierung eingesetzt fur fint Glycin-Reste ("Glycin-
Spacer®, Gly) in der reversen Orientierung fir finf Prolin-Reste ("Prolin-Spacer”, Pro) codierte. Mit der gewahiten
Anordnung von dem zu exprimierenden Fremdgen und Fusionsmarkergen solite eine dicistronische RNA gebildet
werden kénnen. Dies wurde erreicht, indem an das 5'-Ende des Fusionsmarkers auf DNA-Ebene eine Sequenz ein-
gesetzt wurde, die als "internal ribosome entry site” (IRES) fungierte. Hier kam die IRES des Encephalomyocarditis-
Virus (EMCV) zur Anwendung. Sie befindet sich im 5'-nicht-translatierten Bereich (5'UTR) des EMCV und wird deshalb
EMCV5'UTR genannt. Die resultierende Gen-Kassette, bestehend aus EMCV5'UTR/-dhir/hph (EDH), wurde 3' des zu
exprimierenden Fremdgens angeordnet, sodaB sich die in Fig. 1 dargestelite Konfiguration von Promotor, Fremdgen
und EDH-Kassette ergab.

Far das Fusionsprotein des EDH-Selektions-/Amplifikationsmarkers wurde die EMCVS'UTR/dhir (ED)-Kassette
via PCR kloniert. Das EMCV5'UTR-Fragment wurde aus dem Plasmid pTKemc-PT2 (WO 91/11519), das dhfr-Frag-
ment (ohne Stop Codon TAA) aus dem Plasmid pSVDHF R mittels PCR isoliert, die beiden Amplifikationsprodukte mit
Ncol nachgeschnitten, ligiert und das Ligationsprodukt neuerlich mittels PCR amplifiziert und in der Folge in den Vektor
pCR™ (Firma Invitrogen, San Diego, USA) subkloniert. Das Konstruktionsschema ist in Fig. 2 dargestellt. Aus dem
resultierenden Plasmid pTA/ED (-TAA) wurde die Kassette EMCV5'UTR/dhfr (-TAA) isoliert und in das Plasmid
pCMV/Hy (Fig. 3-B) eingesetzt. Das Plasmid pCMV/Hy verfligte bereils Ober das Hygromycin Phosphotransterase-
Gen (aus pHphQ, Boehringer Mannheim, BRD) ohne Start-Codon (hph-ATG). Durch diese Vorgangsweise entstand
die 2,2 kb umfassende Genkassette EDH in Form des Konstruktes pCMV/EDH-Sp (Fig. 4-A). In diesem Plasmid lag
das dhir-Gen in unmittelbarer Fusion mit dem hph-Gen vor. Um eine potentielle Behinderung der beiden Komponenten
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DHFR und Hygromycin Phosphotransierase (HPH) auf Proteinebene zu verhindern, wurde zwischen die beiden Gene
ein kurzes Oligonucleotid als "Spacer® eingesetzt. Somit entstanden die drei Varianten des Selektions-/Amplifikations-
markers EDH-Sp, EDHGIly und EDHPro. In Fig. 4-A ist reprasentativ das Expressionsplasmid pCMV/EDH-Sp darge-
stellt, die beiden anderen Expressionsplasmide wurden als pCMV/EDHGly bzw. pCMV/EDHPTro bezeichnst.

In diese drei Ausgangsvektoren wurde als *gene of interest” die Faktor |l-cDNA als 2 kb umfassendes Ncol-Smal-
Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) eingefigt, wodurch die Expressionsplasmide pCMVFII/EDH-Sp, pCMV-
FII/EDHGly und pCMVFII/EDHPro entstanden. Reprasentativ ist pPCMVFII/EDH-Sp in Fig. 4-B gezeigt.

Die Aminosaduresequenzen der Fusionsproteine DHFR/HPH-Sp, DHFR/HPHGly und DHFR/HPHPro sind in Fig.
5-A, B und C dargestellt.

Untersuchung der funktionellen Eigenschaften des EDH-Selektions-/Amplifikationsmarkers in transfizierten Zellen:
Die drei Konstrukte pCMVFII/EDH-Sp, pCMVFIIVEDHGly und pCMVFII/EDHPro wurden hinsichtlich ihrer Eigenschaf-
ten zur Selektion und Amplifikation untersucht. Zu diesem Zweck wurden sie in CHO- und 293-Zellen transfiziert. In
DHFR-defizienten CHO-Zellen (Urlaub and Chasin, 1980) wurde das getrennte und das gleichzeitige Funktionieren
der beiden Fusionsprotein-Kemponenten DHFR und HPH getestet. Die transfizierten 293-Zellen, als Reprasentanten
einer DHFR positiven Zellinie wurden hinsichtlich der Funktion der HPH-Komponente untersucht, indem sie mit dem
Antibiotikum Hygromycin B (HyB) selektiert wurden. Die Ergebnisse der DHFR- und HPH-Initialselektion sind in Tabelle
1 zusammengefafBt.

Tabelle 1
CHO-Zellen/EDH-System | CHO-Cotranstektion (Jorgensen et al., 293-Zellen
_ 1987)
mUnits (1g)/108-Zellen mUnits (ug)/108-Zellen mUnits (ug)/108-Zellen

Initialselektion 12-15 (1,2-1,5) 0,1 50-55 (5-5,5)
Amplifikation o / /

100nM MTX / / 100-150 (10-15)
150nM MTX 150-160 (15-16) / /

1000nM MTX N 8-11 (1,3-1,6) /

Sie zeigen, daB CHO-Zellen initial zwischen 12-15mU Faktor 11/108- Zellen und 24 Stunden exprimieren, mit
293-Zellen lieBen sich Werte bis zu 55mU Faktor 11/106-Zellen und 24 Stunden nachweisen. Das erfindungsgemage
Expressionssystem zeigt also in CHO-Zellen nach initialer Selektion eine unerwartet hohe Expression an Faktor I1.
Diese hohe Expression von Faktor Il konnte allerdings bei Verwendung der Zellinie 283 noch weiter gesteigert werden.

Die aus der Initialselektion resultierenden Zelikione wurden auf das Amplifikationsvermégen der DHFR- und HPH-
Komponente des EDH-Markers untersucht. Die Ergebnisse daraus sind ebenfalls in Tabelle 1 zusammengefaBt. Auch
hier lieB sich zeigen, daB bereits bei 100nM MTX mit 293 Zellen gleichviel Faktor Il exprimiert wird verglichen mit CHO-
Zellen, die auf 150nM MTX wuchsen.

Die Bildung dicistronischer RNA und das Funktionieren des EDH-Markers wurde anhand der Expression von Fak-
tor I! untersucht. Die initial selektierten transfizierten CHO- und 293-Zellkione zeigten in der Northem Blot-Analyse und
in der RT (Reverse Transkriptase)-PCR das Vorhandensein dicistronischer RNAs.

Sowohl die initial selektierten als auch die amplifizieten CHO-und 293-Zellklone wurden mittels Southern Blot-
Analyse auf ihre genomische Struktur untersucht. Die initialselektierten Zellklone zeigten eine Kopienanzahl, die im
Bereich von 1-5 Genkopien/Zelie lag. Im Rahmen der Ampilifikation Uber die HPH Komponente des EDH-Markers
konnte ausgehend von 200pug HyB/ml bis auf 3000pg HyB/ml eine leichte Genamplifikation fesigestellt werden (siehe
auch Beispiel 2).

Die Ampilifikation Giber die DHFR-Komponente des EDH-Markers wurde untersucht, indem transfiziete CHO-Zel-
len ausgehend von 10nM MTX einer sukzessive steigenden MTX-Konzentration bis 40nM ausgesetzt wurden. Trotz
dieser sehr geringen Anhebung der MTX-Konzentration konnte bereits klar Genamplifikation nachgewiesen werden
(Fig. 6). Dies wird deutlich, wenn die Signalintensitaten des DHFR initial selektierten CHO-Klones #837 mit denen des
daraus hervorgegangenen, auf 40nM MTX-amplifizierten CHO-Klones #4398 verglichen werden. Dieser Effekt 1a8t
sich sowoh! bei Hybridisierung mit einer Faklor lI-spezifischen Sonde (#837 in Spur 2 und #4389 in Spur 3) als auch
mit einer hph (#837 in Spur 6 und #4399 in Spur 7) und dhir (#837 in Spur 10 und #4389 in Spur 11) spezifischen
Sonde nachweisen. Die Spuren 1, 5 und 9 stellen jeweils die Negativkontrollen aus nicht transfizierten CHO-Zellen
dar. In den Spuren 4, 8 und 12 wurde das Referenzplasmid pCMVFII/EDHGly aufgetragen.

Der Effekt der Genamplifikation diber die DHFR-Komponente des EDH-Markers konnte in gleicher Weise sowoh!
in initial DHFR-selektierten CHO-Zellen (Fig. 6), als auch in initial HyB-selektierten Zelien festgestelit werden.

Expression von Faktor II: Die Identitat des. exprimierten Faktor Il mit seinem plasmatischen Analogon wurde im
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Rahmen von Western Blot-Analysen bestéatigt (Fig. 7). Die Zahlenwerte am Rand geben die Molekulargewichte in kDa
an. Die Faktor ll-spezifische Bande ist mit einem Pfeil markiert.

Mit den vorgenommenen Amplifikationen ging auch eine Erthéhung der Faktor l1-Expression einher. Anfangs betrug
die Expression von Faktor Il in CHO-Zellen 12-15mU/108-Zellen und 24 h (entspricht mindestens 1,2-1,5ug Faktor
11/108-Zellen und 24 h). Mit dem hier beschriebenen Systemn konnte also eine Steigerung von zumindest einem Faktor
von 10 gegeniber der Literatur erreicht werden. Mit 293-Zelien wurden Initial-Werte von 50-55mU (entspricht minde-
stens 5-5,5ug Faktor 11)/106-Zellen und 24 h erzielt, wobei 293-Zellen wiederholt in dieser GréBenordnung signifikant
mehr Faktor |l exprimierten als CHO-Zellen.

Die Amplifikation in CHO-Zellen ergab bei 150nM Methotrexat (MTX) Expressionen im Bereich von 150-160mU
(entspricht mindestens 15-16 pg Faktor 11)/108-Zellen und 24 h. Trotz dieses relativ geringen Amplifikationsniveaus
konnten also im Vergleich mit der Literatur deutlich héhere Werte erreicht werden. Beiden hier beschriebenen Angaben
von mindestens 15-16ug Faktor |l bei 150nM MTX handelte es sich bereits um Aklivititswerte, sodaB die Expressi-
onssteigerung mit dem hier beschriebenen System betrachtiich war. Bei der von Jorgensen beschriebenen Methodik
wurde trotz Amplifikation in einer sieben Mal hdheren MTX-Konzentration nur ein Zehntel der erfindungsgeméagen
Expressionswerte erreicht. Zusatzlich ist zu beriicksichtigen, daB ausgehend von 150nM MTX noch ein groBes MTX-
Amplifikationspotential offen ist. :

Die Expressionswerte, die in CHO- und 293-Zellen mit dem hier beschriebenen EDH-Marker Expressionssystem
und dem konventionelien System der CHO-Cotransfektion (Jorgensen et al., supra) erreichbar waren, sind verglei-
chend in Tabelle 1 dargestellt.

Beispiel 2: Expression von komplettem Faktor Viil (FVIlic) und der Deletionsmutante FVI11dB928 in transformierten in
293- und SK-HEP-1-Zelien )

Konstruktion der Plasmide:

pCMVFVIIIc/EDHPro (Fig. 8-A): Die volle Lange Faktor VIll-cDNA wurde von Leyte et al., Biochem. J. 263: 187,
1989 konstruiert. Die 7,2 kb umfassende Faktor VIll-cDNA wurde als Fragment mit glatten Enden in die Smal-Schnitt-
stelle von pCMV/EDHPro (siehe Beispiel 1) eingesetzt. Daraus resultierte das Expressionsplasmid pCMVFVillc/ED-
HPro.

pCMVFVIINdB928/EDHPro (Fig. 8-B): Die Deletion der Faktor VIl B-Domane ist bei Leyte et al., J. Biol. Chem.
266: 740, 1991 beschrieben. Die 4,4 kb umfassende FVIIIdB928-cDNA wurde als Fragment mit glatten Enden in die
Smal-Schnittstelle von pCMV/EDHPro (siehe Beispiel 1) eingesetzt.

Herstellung der permanenten Zellinien: Initialselektion: 293-Zellen (ATCC CRL 1573) wurden von der American
Type Culture Coliection (Rockville, MD, USA) bezogen, mit den Konstrukten pCMVFVIIIdB928/EDHPro bzw. pCMVF -
VIlIc/EDHPro nach Graham and van der Eb, supra transfiziert und der HyB-Selektion unterzogen (siehe Beispiel 1).
Nach 10-20 Tagen wurden die resistenten Kolonien vereinzelt und auf Faktor VIli-Expression getestet.

SK-HEP-1-Zellen (ATCC HTB 52) wurden von der American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA) bezogen
und mit den Konstrukten pCMVFVI11dB928/ EDHPro bzw. pCMVF VIlic/EDHPro transfiziert. Die Transfektion erfolgte
nach Neumann et al., EMBO J. 1:841, 1982 in modifizierter Form. Dabei wurden 1-3x107-Zellen fir einen Elektropo-
rationsansatz eingesetzt, wobei der Puls mittels eines BioRad Gene Pulsers™ (Firma BioRad, CA, USA) bei 1000V,
25i4F, 200 Ohm durchgefihrt wurde. AnschlieBend an den Puls wurden die Zellen in Medium aufgenommen und 48
Stunden nach dem Puls in HyB-Selektionsmedium (siehe Beispiel 1) Gberfthrt. Nach 10-20 Tagen wurden die resi-
stenten Kolonien vereinzelt und auf Faktor VIlI-Expression getestet.

Genamplifikation: Die Amplifikation mittels Hygromycin B {HyB) erfolgte beginnend bei 200ug HyB/ml durch Ver-
dopplung der HyB-Konzentration je Stufe (siche Beispiel 1). Die Amplifikation mittels DHFR bei 293 und SK-HEP-
1-Zellen erfolgte beginnend bei 100nM Methotrexat (MTX) durch Verdopplung der MTX-Konzentration je Stufe. Die
bei jeder Amplifikationsstufe entstehenden resistenten Zellklone wurden vereinzelt und auf Faktor Vili-Expression un- .
tersucht.

. Aktivitatsbestimmung von Faktor VIII: Samtliche Aktivitatstests erfolgten mit den Materialien (*COATTEST ViIk:
C/4") und nach dem Protokoll der Firma Chromogenix AB, Schweden bzw. mit dem “Immunochrom FVIII:C* Kit der
Firma Immuno, Osterreich. :

Proteinnachweis mittels Western Blot-Analysen: Western Blots wurden entsprechend Towbin et al., (supra) vor-
genommen. Als erster Antikorper wurde eine Mischung der monoklonalen Anti-Faktor VilI-Antikorper CLB Cag A, CLB
Cag 9 und CLB Cag 117 (alle drei Stel et al., Blood 63: 1408, 1983) verwendet. Als zweiter Antikbrper wurde ein Ziege-
Anti-Maus-Antikdrper (Firma BioRad, CA, USA) in einer Verdiinnung von 1:7500 verwendel, welcher mit alkalischer
Phosphatase konjugiert war. Der Nachweis mittels Farbung erfolgte nach Standardmethoden mit dem Protoblot-Sy-
stem der Firma Promega.

Untersuchungen der DNA und RNA Struktur: Die Praparationen von DNA und RNA erfolgten wie bei Beispiel 1
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beschrieben. Zur Hybridisierung im Rahmen der Southern Blot-Analysen bzw. Northern Blot-Analysen wurden Faktor
Vllil-, dhir- und hph-Fragmente aus den jeweiligen Plasmiden isoliert {also aus pCMVFVIlic/EDHPro, pSVDHFR und
pCMV/Hy). , '

Fir die Expression von Faktor VIl wurden bisher besonders CHO-Zellen untersucht (Kaufman et al., J. Biol. Chem.
263: 6352, 1988; Pittman et al., Blood 81: 2925, 1993). Die DHFR-defizienten CHO-Zellen waren zwar insofern inter-
essant, als sie sich leicht iber DHFR selektieren bzw. mit MTX hoch amplifizieren fassen. Der entscheidende Nachteil
im Rahmen der Nutzung von CHO-Zellen bestand jedoch darin, daB sie nur auBerordentlich geringe Mengen an Faktor
VIl exprimierten, vor allem nach initialer Selektion konnte kein Faktor VIII nachgewiesen werden. Die Isolierung von
Faktor VIli exprimierenden CHO-Zellinien erfordert also hohe Amplifikation. Dies ist mit sehr hohem "Screening™-Auf-
wand verbunden, da die Amplifikation "blind®, das heiBt ohne vorherigem Testen von initial seleklierten Zellklonen
ablaufen muB. Zudem erwies es sich als schwierig, stabil Fremdprotein-exprimierende CHO-Zellinien zu etablieren,
da es haufig zum Auftreten von "double minute® Chromosomen kommt (Schimke et al., Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 45, 1981; Kaulman et al., Mo!. Cell. Biol. 3: 699, 1983). Auch aus diesem Grund kann stabile Fremdprotein-
Expression mit dem CHO-Zellsystem nur durch haufiges und aufwendiges Subkionieren der untersuchten Zellkione
erreicht werden, was jedoch umso aufwendiger wird, je héher die jeweiligen Zellklone amplifiziert werden.

Aus diesen Grinden sollten auBer CHO-Zellen, andere, DHFR-positive Zellinien auf ihr Faktor VIll-Expressions-
vermdgen untersucht werden. Praterenziell sollten dabei humane Zellinien verwendet werden, um mégliche Spezies-
abhangige Anderungen der notwendigen posttransiationalen Modifikationen auszuschlieBen. Um diese DHFR-positi-
ven Zellinien einerseits effizient selektieren zu kénnen und andererseits via chfr amplifizieren zu kénnen, wurde der
EDHPro-Selektions~/Amplifikationsmarker eingesetzt. Als Zellinien wurden vergleichend 293 und SK-HEP-1-Zellen
herangezogen. Nachdem Faktor VIli endogen zum Teil in der Leber synthetisiert wird, wurden stellivertretend far hu-
mane Leberzellen SK-HEP-1-Zellen verwendet.

Uber die Zellinie SK-HEP-1 als Expressionsvehikel gibt es bisher in der Literatur keine Hinweise. Die Zellinie 293
wurde bereits far die Expression von Protein C verwendet (Walls et al., 1989) und halte sich fur die Expression von
Faktor || bewahrt (siehe Beispiel 1). Beide Zellinien wurden jedoch noch nicht fiir die Expression von Faktor Viil un-
tersucht bzw. beschrieben.

Obwohl zwar auch die komplette Faktor VIIl-<cDNA (FVlilc) herangezogen wurde, lag der Schwerpunkt auf der
Expression einer Faktor Vill-Mutante (FVIIIdB928), welche die gesamte B-Doméne deletiert hatte (Leyte et al., J. Biol.
Chem. 266: 740, 1991).

Die Konstruktion des EDH-Selektions-/Amplifikationsmarkers erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Das Expres-

sionsplasmid pPCMVFVIlic/EDHPro (Fig. 8-A) entstand, indem die vollstandige Faktor VIII-cDNA als Fragment mit glat-
ten Enden in pCMV/EDHPro eingesetzt wurde. :

Analog entstand pCMVFVIIIdB928/EDHPro.

Herstellung und Analyse der pPCMVFVIII/EDHPro-transfizierten Zellinien: Die Zellinien 293 bzw. SK-HEP-1 wurden
mit den Konstrukten pCMVFVIildB928/EDHPro bzw. pCMVFVII1dB928/EDHPro und pCMVF VIlic/EDHPro transfiziert
und der HyB-Selektion unterzogen. Die daraus resultierenden Zellklone wurden entsprechend Beispiel 1 aufihre RNA-
Struktur untersucht. Die gebildeten RNAs lagen dicistronisch vor. Die Abschéatzung der vorhandenen Gen-Kopienan-
zahl wurde mittels Southern Blot-Analyse durchgefihrt und bewegte sich bei den untersuchten 293 Zellen im Bereich
von 1-2, bei den untersuchten SK-HEP-1-Zellen bei 5-10.

Die Amplifikation der transfizierten FVIIIdB928-exprimierenden SK-HEP-1 Zellen via hph von 200ug HyB/ml auf
1500ug HyB/ml zeigte deutlich den Effekt der Genamplifikation, wie es in Fig. 9 dargestellt ist. Die Taqgl-geschnitiene
zelluldre DNA des initial selektierten Zellklones #1963 wurde der des daraus hervorgegangenen, auf 1500pg HyB/ml
amplifizierten Zellkiones #3310 gegenubergestellt. Nach allen Hybridisierungen mit einer Faktor Vill (Spur 1-4), dhfr
(Spur 9-12) und hph (Spur 5-8) spezifischen Sonde zeigte sich dabei eine Verstarkung der Signalintensitaten bei Klon
#3310im Vergleich zu #1963, Der interne Standard ist durch die Reaktion der endogenen Faktor Viil-Banden gegeben.
Durch den Vergleich dieser endogenen Faktor Vill-Banden der SK-HEP-1 Negativkontrolie (Spur 1) mit denen der
Klone #1963 (Spur 2) und #3310 (Spur 3) ist auch die Abschatzung der vorhandenen Faktor VIII Gen-Kopien bzw. die
Angleichung der aufgetragenen DNA-Menge moglich. in den Spuren 4, 8 und 12 ist jeweils das Referenzplasmid
pCMVFVIIIdB928/EDHPro dargestelit.

Fir die Umstellung von HyB-Selektion auf DHFR-Amplifikation wurde als optimale MTX-Konzentration 100nM
MTX ermittelt. Die anschlieBende Amplifikation erfolgte entsprechend dem Prinzip der Ublichen DHFR-Amplifikation
(siehe Beispiel 1).

Der aus der Subklonierung des SK-HEP-1-Klons #1963 hervorgegangene Zellklon #5235 wurde bei der ECACC
hinterlegt und hat die amtliche provisorische Kenn-Nummer 94 092111.

Expression von Faktor VIIi; Expression von FVilIdB928: Der exprimierte FVIIIdB928 wurde in der Western Blot-
Analyse Uberprift (Fig. 10). Die Zahlenwerte am Rand geben das Molekulargewicht in kDa an. Zusatzlich ist die ge-
messene Faktor VIII-Aktivitat in milli Units (mU) angegeben. Dabei konnte gezeigt werden, daB das Faktor Viil-spezi-
fische Bandenspekirum auftrat, mit Ausnahme einer Bande bei rund 140kDa. Der von 293 als auch SK-HEP-1-Zellen
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exprimierte FVIIdB928 weist die typischen Banden auf, die im Zuge der Aklivierung von Fakior VIII auftreten.
FViIdB928 exprimiert von 293-Zellen (Spur 1 und 2) unterschied sich insofern von Faktor VIl aus SK-HEP-1-Zellen
(Spur 5 und 6), als in groBerem AusmaB die Banden bei 50, 45 und 43 kDa nachgewiesen werden konnten.

Die Expression von FVIIIdB928 und komplettem Faktor VIl in 283- und SK-HEP-1-Zellen ist in Tabelle 2 zusam-
mengefaBt. 293-Zellen exprimierten initial 100-200mU FVIiidB928/106-Zellen und 24h, diese Werte lieBen sich nach
Subklonierung weiter steigem.

Tabelle 2

293-Zellen/EDH-System

SK-HEP-1-Zellen/EDH-System

CHO-Zellen (Dorner et al. JCB
105; 2666 (1987); Kaufman et
) al., 1988)

mU/108-Zellen

mU/108-Zellen

mU/mi

Initialselektion

FVIidB928: 100 - 200

FVilldB928: 300 - 1000

FVIIldB: nicht gezeigt

FVilic: 5-10 FVilic: 5-10 FVille: 0,1
Amplifikation / / /
1500ug HyB / FVIildB928: 1000 - 3000 /
1 uM MTX / / FVIIidB: 1000-2000
1mM MTX + vWF FVilic: 1000 -

Die FVIIIdB928 transfizierten SK-HEP-1-Zellen zeigten aine initiale Expression von 300mU FVI1idB928/106-Zellen
und 24h, nach Subklonierung stieg dieser Wert auf 500-1000mU FVIIIdB928/108-Zellen und 24h. Die Amplifikation
ausgehend von 200ug HyB auf 1500ug HyB tdhrte zu einer Expressionssteigerung bis zu 3000mU FVIlidB928/-1 08-
Zellen und 24h. Die Amplifikation Uber den DHFR-Anteil des EDH-Markers erfclgte wie bei Beispiel 1 beschrieben, da
die hier dargesteliten Zellklone noch Uber das Potential der mit der tblichen DHFR-Amplifikation einhergehenden
Expressionssteigerung verfigten.

Expression von komplettem Faktor VIHI: Die FVillc-transfizierten 293 und SK-HEP-1-Zellen wiesen unter HyB-
Selektion eine maximale Expression von 10mU FVIIIC/108-Zellen und 24h auf. Die weitere Amplifikation erfolgte wie
oben beschrieben.

Die mit dem hier beschriebenen System erzieiten Expressionswerte sind vor allem in dem Zusammenhang mit
den in der Literatur erreichten Expressionsdaten zu beurteilen. Die hier bechriebenen FVIlic/SK-HEP-1-Zellen expri-
mierten bereits initial 10mU FVIIIC/108-Zellen und 24h. Der Vergleich der in der Literatur beschriebenen Expressionen
von bekannten, B-Doménen deletierten Faktor VIll-Konstrukten mit dem hier beschriebenen System falit &hnlich aus.
Im hier beschriebenen System der Expression von FVIIdB928/EDHPro in SK-HEP-1-Zellen lieBen sich ohne MTX-
Amplifikation bereits 3U FVIlidB928/108-Zellen und 24h nachweisen. Dieser Wert ist vor allem unter Berlicksichtigung
des noch nicht genutzten DHFR-Amplifikationspotentials zu beurteilen, welches sich wie bei Kaufman et al., 1988,
supra beschrieben fir bis zu 10000facher Expressionssteigerung nutzen lieB. Zusatzlich eréfinet geman Kaufman et
al, 1988, die Maglichkeit der vWF-Coexpresion eine weitere Steigerung der Faktor Vill-Ausbeute.

Zusammenfassend laft sich die Expression von Faktor VIIl in CHO der in humanen Leberzellen wie SK-HEP-1
Zellen wie in Tabelle 3 gegenuberstellen.

Tabelle 3

F}HO-ZeIIen als FVIII-Expressionssystem SK-HEP-1-Zellen als FVIlI-Expressionssystem

Fortsetzung der Tabeile aut der nachsten Seite
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Tabelle 3 (fortgesetzt)

-nach initialer Selektion nicht nachweisbare Expression | hohe FVIIIdB328 und FVIlic-Expression nach initialer
von B-Domanen deletiertem FVIill und FVllic Selektion '
-"blinde* Amplifikation not-wendig -dadurch gezielte Amplifikation derjenigen Zellklone, die
-dadurch sehr grofier "Screening®-Aufwand initial die gréfte Menge an FVIll exprimieren i
-aufgrung der geringen FVIiI-Expression ist sehr hohe | -damit verbunden wesentlich geringerer "Screening'-
Amplifikation erforderlich, die sehr zeitautwendig ist Aufwand ’
-die hohe Amplifikation erfordert mehr *Screening" -Zeitersparnis aufgrund der rascheren Herstellung hoch
-CHO-Zellen verfigen tber "double minute® FVIII exprimierender Zellinien
Chromosomen, die mit instabiler Fremdprotein- -aufgrund der initial relativ hohen Expression von FVIII
Expression verbunden sind ist geringere Amplifikation ausreichend
-hohe Amplifikation bewirkt ein gréBeres MaB an -dadurch verringert sich das "Screening®-Ausmaf
genetischer und expressions bezogener Instabilitat -eine geringere Anzahl an Gen-Kopien 1261 sich leichter
-Unterschiede der postiranslationalen Modifikationen stabilisieren
von Fremdproteinen (z.B. Glykosylierungen) im -keine Spezies abhangigen Veranderungen der
Vergleich zu humanen Proteinen posttranslationalen Modifikationen wie z.B.
-mdgliche Unterschiede des FVI!I, daerinOvarienzellen | Glykosylierungen
exprimien wurde -authentischer FVIll, da er in einer Leberzellinie

’ exprimiert wurde

Beispiel 3: Expression des von Willebrand-Faktors in transformierten Zellen unter spezieller Berticksichtigung von
humanen Leberzellinien.

Von Willebrand Faktor (vWF) kommt eine bedeutende Rolle im Rahmen seiner Faktor V| stabilisierenden Funktion
zu. Aus diesem Grund war einerseits die Coexpression von vVWF zusammen mit Faktor VI interessant, andererseits
war auch die Expression von VWF allein bedeutend.

Konstruktion der Plasmide:

pAct/MCS: pActin beinhaltet den 3.3kb groBen Promoter des menschlichen f§ Actin-Gens sowie 1kb der §' UTR
des B Actin-Gens. Die 5' UTR enthalt das erste Intron des B Actin-Gens. Es schlieBt sich eine MCS an, gefolgt von
der SV40-Polyadenylierungsstelle. pActin basiert auf Plasmid pSVP (MacGregor und Caskey, supra, siehe Beispiel
1). Aus dem resultierenden Plasmid pSVMCS wurde das den SV40-Promoter/Enhancer und das SV40 16/19S-Intron
enthaliende EcoRI-Sall-Fragment entiernt; stattdessen wurde das Actin-Promoter und 5 UTR Actin-Intron enthaltende
EcoRl-Sall-Fragment aus pHBAPr-1 (Gunning et al., PNAS B4: 4831, 1987) eingesetzt. Dieses Plasmid wurde pActin
genannt. Dieses Plasmid wurde mit Clal und Sall geschnitten und mit den Oligonucleotiden #1293: 5' TCG ATG TTA
ACT ACG TAG CTA GCG CGG CCG CCG TAC GTC GCG AGT CGA CAA TAT TGA TAT CGG TAC CGG TAC CAC
TAG TGT 3' (SEQ.ID.No. 22) und #1294: 5' CGA CAC TAG TGG TAC CGG TAC CGA TAT CAA TAT TGT CGA CTC
GCG ACG TAC GGC GGC CGC GCT AGC TAC GTA GTT AAC A 3' (SEQ.ID.No. 23) ligiert. Daraus entstand das
Konstrukt pActMCS.

pActVEDHPro: pAc/MCS wurde mit EcoRV geschnitten und das 2200bp grofie EDHPro-Fragment als Smal und
Bglll, Pol. K. behandeltes Fragment aus pCMV/EDHP1o eingesetzt, sodal3 das Plasmid pAct/EDHPro entstand.

pActvWF/EDHPro: Ein aus ph-Act-vWF (Fischer etal., FEBS Letters 351; 345 (1994)) ausgeschnitienem EcoRl-
Fragment, das die gesamte cDNA des menschlichen VWF, sowie etwa 200bp 5' und 130bp 3' UTR enthalt, wird mit
Pol. K. aufgefiiit und in die Nrul-Schnittstelle von pAcVEDHPro eingesetzt. Daraus resultierte das Plasmid pAc-
tvWF/EDHPro (Fig. 11).

Abgesehen vom gesamten kodierenden Bereich des VWF enthélt dieses Fragment 200bp der untranslatierten
(UTR) 5'-Region und 150bp der untranslatierten 3'-Region.

. Herstellung der permanenten Zellinien: Initialselektion und Amplifikation erfolgten wie bei Beispiel 2 beschrieben.
vWF-Quantifizierung mittels ELISA: Die vWF-Quantifizierung erfolgte mittels des von Boehringer Mannheim, BRD
erhaltlichen ELISA-Systems ("Aserachrom vWF, Nr. 136 0272).

Proteinnachweis miltels Western Blot-Analysen: Die Western Blot-Analysen wurden entsprechend den Beschrei-
bungen in Beispiel 2 durchgefuhrt. Als erster Antikérper wurde ein polyklonaler Kaninchen-Anti-vWF-Antikérper (Firma
Dakopatts, Danemark) in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. Als zweiter Antikdrper wurde ein Ziege-Anti-Kanin-
chen-Antikérper (Firma BioRad, CA, USA) in einer Verdiinnung von 1:7500 verwendet.

Untersuchungen der DNA- und RNA-Struktur: Die Praparationen von DNA und RNA erfolgten wie in Beispiel 1
beschrieben. Zur Hybridisierung im Rahmen der Southern Biot-Analysen bzw. Northern Blot-Analysen wurden vWF-,
dhfr- und hph-Fragmente aus den jeweiligen Plasmiden isoliert (also aus pActvWF/EDHPro, pSVDHFR, pCMV/Hy).
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Herstellung und Analyse von pActvWF/EDHPro-transfizierten Zellinien: Analog den Beschreibungen bei Beispiel
2 wurden 293- und SK-HEP-1-Zellen mit dem Expressionsplasmid pActvWF/EDHPro transfizient und stabil vWF-ex-
primierende Zellinien selektiert und im Rahmen von Southern Blot-Analysen charakterisiert. Im AnschluB an die Se-
lektion mit HyB wurden sowoh! 293- als auch SK-HEP-1-Zellen ausgehend von 100nM MTX Ober die dhir-Einheit des
EDH-Markers amplifiziert. in beiden Fallen wurde vWF in groBen Mengen.exprimiert. Die Identitét des exprimierten
vWF mit plasmatischem vWF wurde mittels Western Blot-Analysen festgestellt. Die vWF-Quantifizierung erfolgte mit-
tels ELISA-Bestimmungen. Zusatzlich wurde die Ristocetin-induzierte Trombozyten-Aggregation mittels des entspre-
chenden Tests der Behringwerke (OUBD, von Willebrand Reagenz) untersucht.

Beispiel 4: Expression von rekombinantem, humanen Faktor 1X in SK-HEP-1- und 293-Zellen

Aus einer "randomly primed" humanen Leber Lambda gt10 Phagen-Bibliothek wurde die ¢cDNA des humanen
Faktor IX isoliert. Das Faktor IX cDNA-Fragment umfaBt neben der kodierenden Region 4 Nukleotide der 5' UTR und
48 Nukleotide der 3' UTR. Dieses 1,4kb groBe, von EcoRl-Linkern flankierte Fragment wurde anschlieBend in die
EcoRl-Stelle des Plasmids Bluescript Il KS- (Strategene) gesetzt. Dieses Plasmid wurde pBluell KS- FIX genannt.

Wie in Fig. 12 schematisch beschrieben, wird mittels Standard-Klonierungs-Methoden (Maniatis et al., supra) die
Faktor IX-cDNA als EcoRlI-Fragment in das ebentfalls EcoRi-geschnittene Plasmid pCMV-MCS V gesetzt und ergibt
pCMV-FIX. pCMV-MCS-V ist ein Folgeplasmid von pCMV-MCS (siehe Beispiel 1); in dessen Xhol-Stelle wurde die
MCS mit der Sequenz 5-TCGAATCGA TTGAATTCCC CGGGGTCCTC TAGAGTCGAC CTGCAGAAGC TTAGTAC-
TAG TAGGCCTAGG GCCCTATCGA-3' (SEQ.ID.No. 24) eingefigt.

Das resultierende Plasmid pCMV-FIX wurde mit Smal und Avrll geéffnet und die EDH-Kassette aus Plasmid
pB4/EDHPro als EcoRV/Xbal-Fragment eingesetzt. Das resultierende Plasmid ist pCMV-FIX-EDHPro.

pB4/EDHPro: Die EDH-Kassette wurde als Smal, Bgllll-Fragment aus pCMV/EDHPro isoliert und in den Sma-,
BamHMi-geschnittenen Vektor pBluescript Il SK- (Pharmmacia, Schweden) eingesetzt.

293-(ATCC, CRL 1573) und SK-HEP-1-(ATCC, HTB 52)-Zellen, die routinemasig in DMEM/Ham's F12-Medium
supplementiert mit 2mM Glutamin und 10% f6talem Kalberserum wachsen, wurden mittels CaPO,-Methode bzw. Elek-
troporation (BioRad Gene Pulser) zur Aufnahme von pCMV-FIX-EDHPro gebracht. Zwei Tage nach DNA-Auinahme
wurden die Zellen in unterschiedlichen Zelldichten ausplattiert, und das Medium zur Selektion mit 100ug (293) bzw.
200pg (SK-HEP-1) Hygromycin B/ml versehen. Zwei Wochen spater wurden die resultierenden Zellklone isoliert und
in separaten Zellkultur-Schalen zur Konfluenz gewachsen. In serumfreien 24 Stunden-Zellkulturiberstianden, die mit
10ug Vitamin K4/ml supplementient sind, wurden anschlieBend Antigenmenge (ELISA), Funktionalitat (entsprechende
Aktivitatstests) und qualitative Integritdt (Western Blot-Analyse) des sekretierten, rekombinanten Proteins untersucht.
Die Zellzahl wurde nach Trypsinieren der Zellen (im ZellzahimeBgerat der Fa. Scharfe, Reutlingen, Deutschland) be-
stimmt.

Zur Faktor IX-Antigen-Bestimmung wurde der Test-Kit der Fa. Boehringer Mannheim (Asserachrom Factor FIX-
Ag, Diagnostica Stago) verwendet, wobei zur Standardkurven-Erstellung ein Referenzplasma (das IMMUNO Refe-
renzplasma 5220005) verwendet wurde.

Zum Nachweis der Gerinnungsaktivitat wurde ein Ein-Stufen- Gerinnungstest unter Verwendung eines Amelung
KC10-Coagulometers eingesetzt. Hierbei wurden zunachst jeweils gleiche Teile der zu bestimmenden Probe, Faktor
IX-Mangelplasma und Phospholipid/Kaolin-Aktivator-Lésung bei 37°C 4 min. inkubiert, anschlieBend zum Start der
Reaktion ein Teil 25mmol CaCl, addien, die Gerinnungszeit gemessen, und mit einer mittels eines Faktor {X-Standards
erstellten Standardkurve ermittelt. ‘ :

Zur Western Blot-Analyse wurden 10yl Zellkulturiiberstand reduziert und denaturiert, und in denaturierenden 4%
Sammel-/B%-Trenngelen nach Lammii (Nature 227: 680, 1970) mit dem BioRad Mini-Protean Il Dual Slab Gel-System
aufgetrennt (BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA). Die Proteine wurden nach erfolgtem Gellauf mit dem BioRad
Mini Trans-Blot-System (BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) in Transferpuffer (25mM Tris, 192mM Glycin) auf
Nitrozellulose-Membranen transferiert. Zur Visualisierung des rekombinanten Proteins wurde das Protoblot-System
der Fa. Promega (Madison, WIS, USA) verwendet. Als Antikérper zur Faktor |X-Bindung wurde Kaninchen-Anti-Faktor
IXSerum der Fa. Dakopatts (Glostrup, Danemark) eingesetzt.

Aktivitats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zellklone und zugehdriger Negativ-Kontrollen sind in Tabelle 4 auf-
gefuhnrt.
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Prinzipiell {aBt sich aus den Expressionsdaten schlieBen, daB mit dem erfindungsgeméBen Expressionssysiem
im Vergleich zu dem in der Literatur beschriebenen CHO-Expressionssystem bereits bei nicht-amplifizietten initialen
Zellklonen erheblich héhere Expressionswerte von rekombinantem Faktor 1X in SK-HEP-1- und 293-Zelien erzielen
lassen, und der Anteil von funktionellem Faktor IX am Gesamt-Faktor IX wesentlich gréBer ist. Ein weiterer Vorteil des
hier beschriebenen Selektionssystems besteht darin, daB von allen nach Transteklion/Elektroporation isolierten Ein-
zelklonen alle (>95%) auch rekombinanten Faktor IX produzieren; dies steht im krassen Gegensatz zu dem herkémm-
lichen CHO-dhtr-Expressionssystem, in dem sowohl bei Cotransfektion als auch bei Verwendung bicistronischer mR-
NAs ohne interne Ribosomen-Bindungsstellen nur ein Bruchteil der isolierten Klone Faktor IX produzieren (Ehrlich et
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al., JBC 264: 14298, 1989).

Fig. 13 zeigt den Western Blot von rekombinantem Faktor IX aus reprasentativen 293- und SK-HEP-1-Zell-Klonen
im Vergleich zu plasmatischem Fakior IX und rekombinantem Faktor X aus CHO-Zellen.

Rekombinanter Fakior [X aus allen drei Zellinien zeigt ein dem plasmatischen Faktor IX vergieichbares Moleku-
largewicht. 293-Faktor IX wurde vom 293-Klon 291-14 erhalten, SK-HEP-1-Faktor IX vom Zeliklon EP 9. Als Kontrolle
wurde auch rekombinanter Faktor IX aus dem CHO-Zellklon F 48, der mittels konventionslier Faktor IX/dhfr-Cotrans-
fektion erstellt wurde, aufgetragen. 293-, SK-HEP-1- und CHO-Zellen, die ksine Expressionsplasmide enthalten, pro-
duzieren keinen Faktor IX.

‘Bei den Expressionsdaten sei noch im speziellen darauf hingewiesen, daB das Amplifikationspotential im vorlie-
genden Beispiel noch nicht ausgenutzt wurde. Die Ausbeuten lassen sich nach erfolgter Amplifikation noch drastisch
steigemn.

Beispiel 5: Expression von rekombinantem, humanen Protein C in SK-HEP-1- und 293-Zellen

Aus einer "randomly primed” humanen Leberzell-Agt10-Phagen-Bibliothek wurde die cDNA des humanen Protein
C isoliert. Neben der kodierenden Region enthait die cDNA auch 100bp der untranslatierten (UTR) 5'-Region und

\500bp der untranslatierten 3'-Region, und ist beiderseits von EcoRl-Schnittstellen flankiert. Dieses 1,9 kb grofie Frag-

ment wurde in die EcoRI-Stelle des Plasmids pUC13 (Pharmacia) eingesetzt und pPrtC-1 genannt.

pPrtC-1 enthalt auf Aminosaureebene im Vergleich zur publizierten Protein C-Sequenz (Beckman et al., NAR 13:
5233, 1985; Foster und Davie, PNAS 81:4766, 1984) zwei Unterschiede: Codon 76 des reifen Protein C enthalt statt
der publizierten Sequenz TTC das Triplett CTC (dies resultiert in einem Aminoséureaustausch von PHE zu LEU); zum
anderen weist pPriC-1 eine in-frame-Deletion jener 5 Codons (5'-GGC GAC AGT GGG GGG-3') auf, die fir die Ami-
nosauren 358 bis 362 (GLY-ASP-SER-GLY-GLY) des reifen Protein C kodieren.

Mittels Standard-Klonierungs-Methoden (Maniatis et al., supra) wurde mit Pstl ein 1.5kb groBes Protein C-Frag-
ment (welches den 5' UTR, jedoch nur noch 15bp des 3' UTR-Bereichs enthélt) aus pPrtC-1 ausgeschnitten und in
den Pstl gedfineten pTM3 (Moss et al., Nature 348:91, 1990) inseriert; das resultierende Plasmid ist pTMé-PnC.

Unter Verwendung eines Mutagenese-Sets (Sculptor In Vitro Mutagenesis Kits (Firma Amersham) und des DNA-
Primers 5-TGTGAGCTGCCCCATGGTGGAGGCACTGGC 3' (SEQ.ID.No. 25) wurde die mit dem Translationsinitia-
tionscodon ATG (berlappende DNA-Sequenz in pTM3-PriC in eine Ncol-Schnitistelle umgewandelt. Das resultierende
Plasmid wurde Ncol geschnitten, und religiert, um die in pTM3 gelegene Ncol-Schnitistelie an die neu geschaffene
Ncol Schnittstelle am 5'-Ende des kodierenden Bereiches der PrtC-cDNA 2u fusionieren. Hierdurch ging der gesamte
5' UTR der ProtC-cDNA verloren.

Mit Hilfe des Sculptor In Vitro Mutagenesis Kits und des Primers 5-GTGGAAGGAGGCGACCATGGGCCCCC-
CACTGTCGCCCTCGCAGGCATCCTGCCGGTC-3' (SEQ.ID.No. 26) wurden zunéachst die fehlenden 15 Nukleotide
wieder in pTM3-PrtC inseriert, um die 0.g. Deletion zu reparieren. Das resullierende Plasmid wurde pTM3-PriCpt. mut.
genannt.

Auf analoge Art wurde schlieBlich mit dem Primer 5-GCAGTCGCAGCTGAAGCTGCCGAT-3' (SEQ.ID.No. 27) in
pTM3-PrtCpt. mut. die Punktmutation in Codon 76 in die Wildlyp-Sequenz veréndert. Das resultierende Plasmid wurde
pTM3-PriCwt. genannt,

Wie in Fig. 14 schematisch beschrieben, wurden die PCwt bzw. PCpt. mut. cDNA-Fragmente aus pTM3-PCwt.
bzw. pTM3-PCpt. mut. als Ncol, Stul-Fragment in das Ncol, Smal geschnittene Plasmid pCMV-MCS i gesetzt. pCMV
| ist ein Abkémmling des Plasmids pCMV-MCS. Dieses Plasmid beinhaltet den "Immediate Early Gene®-Promoter/En-
hancer des menschlichen Cytomegalovirus und 80bp der 5' UTR des zugehorigen Gens. Es schlieBt sich die MCS mit

. der Sequenz 5'-TCGACCATGGAAGCTTATCGATCCCGGGAA TTCGGTACCG TCGACCTTGCA GGTGCACGGG

CCCAGATCTG ACTGATCGA-3' (SEQ.ID.No. 28) an, gefolgt von dem SV40 16S/19S-Intron und der SV40-Polyade-
nylierungsstelle.

Die resultierenden Plasmide pCMV-PCwt bzw. pCMV-PCpt. mut. wurden mit Kpnl gedéfinet und die EDH-Kassette
aus Plasmid pB4/EDHPro (siehe Beispiel 4) als Kpnl-Fragment eingesetzt. Die resultierenden Plasmide sind pCMV-
PCwt-EDHPro bzw. pCMV-PCpt. mut.-EDHPro.

Beide Plasmide wurden, wie in Beispiel 4 beschrieben, in 293-(ATCC, CRL 1573) und SK-HEP-1-(ATCC, HTB
52)-Zellen eingeschleust und Zellklone isoliert.

In serumfireien 24 Stunden-Zellkulturbbersténden, die mit 10pg Vitamin K,/ml supplementient sind, wurden an-
schlieBend Antigenmenge (ELISA), Funktionalitit (entsprechende Aktivitatstests) und qualitative Integritat (Western
Blot-Analyse) des sekretierten, rekombinanten Proteins untersucht. Die Zellzahl wurde nach Trypsinieren der Zellen '
(im Zellzahlmef3gerat der Fa. Schérfe, Reutlingen, Deutschland) bestimmt.

Zur Protein C-Antigen-Bestimmung wurde ein Test-Kit (Asserachrom Factor Protein C-Ag, Diagnostica Stago, Fa.
Boehringer Mannheim) verwendet, wobei zur Standardkurven-Erstellung ein mitgelieferter Standard benutzt wurde.

Zum Nachweis der Gerinnungsaktivitat wurde ein Ein-Stufen-Gerinnungstest unter Verwendung eines Amelung
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KC4-Coagulometers eingesstzt. Hierbei wurden zunéchst jeweils gleiche Teile der zu bestimmenden Probe, Protein
C-Mangelplasma, Protac und Phospholipid/Kaolin-Aktivator-Losung bei 37°C 4 min. inkubiert, anschlieBend zum Start
der Reaktion ein Teil 25mmol CaCl, addiert, die Gerinnungszeit gemessen, und mit einer mittels eines Protein C- -
Standards erstsliten Standardkurve ermittelt.

Zur Western Blot-Analyse wurden 10u! Zellkulturiberstand reduziert und denaturiert, und in denaturierenden 4%
Sammel-/10% Trenngelen nach Lammli (Nature 227: 680, 1970) mit dem BioRad Mini-Protean I Dual Slab Gel-System
aufgetrennt (BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA). Die Proteine wurden nach erfolgtem Gellauf mit dem BioRad
Mini Trans-Blot-System (BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) in Transterpufter (25mM Tris, 192mM Glycin) aul
Nitrozellulose-Membranen transieriert. Zur Visualisierung des rekombinanten Proteins wurde das Protoblot-System
der Fa. Promega (Madison, WI, USA) verwandt. Als Antikérper zur Protein C-Bindung wurde Kaninchen-Anti-Protein
C-Serum (Fa. Dakopatts; Glostrup, Danemark) eingesetzt.

Aktivitats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zellklone und zugehériger Negativ-Kontrollen sind in Tabelie 5 auf-
gefihrt; Fig. 15 zeigt den Western Blot von rekombinanten Protein C aus 293- und SK-HEP-1-Zellen im Vergleich zu
plasmatischem Faktor IX. '

Wahrend in nicht-ransfizierten SkHepl-Zellen (Probe 563-00) kein Protein C nachweisbar ist, zeigen sowohl mit
wt wie auch mit punktmutierter Protein C-cDNA transfizierte 293 bzw. SkHepl-Zellen entsprechende Expression. In
allen Fallen sind schwere und leichte Ketten des Protein C nachweisbar, vergleichbar dem plasmatischen Protein C.
Von 293 und SkHepl-Zellen produziertes wi-Protein C ist jedoch nur zu etwa 50% (Klone 568-12, 568-3) bzw. 30%
(Klone 563-15, 563-8) in schwere und leichte Ketten prozessiert, wahrend das verbleibende Material als unprozes-
siertes "single-chain®-Molekii vorliegt. Im Gegensatz dazu ist das punktmutierte Protein C zum iberwiegenden Teil in
schwere und leichte Ketten prozessiert, wie an den Uberstanden der beiden 293 Zellkione 540-18 und 540-20 ersicht-
lich ist. Die Molekulargewichte eines mit aufgetragenen GréBenmarkers sind an der rechten Seite der Fig. 15 ange-
geben.

Der Artikel von Grinnell et al., Adv. Appl. Biotechnol. Series 11: 29-63, 1990, faBt die wi-Protein C-Expressionsdaten
der Arbeitsgruppe bei Eli Lilly zusammen. Hieraus wird ersichtlich, daB bei initialselektierten, nicht-amplifizierten Zell-
klonen die maximal erreichien Expressionsdaten 1,15 ng/108-Zellen und Tag nicht tberschritten; bei dem von uns
beschriebenen Expressionssystem sind im Gegensatz dazu durchaus 3-fach héhere Expressionsraten méglich, wie
im Falle des Kions 568-12 demonstriert (Tabelle 5).
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Beispiel 6: Expression'von humanem Serum Albumin (HSA) in transformierten SK-HEP-1-Zellen.

Konstruktion des HSA-Expressionsplasmids:

Das Expressionsplasmid pCMVFVIIIdBI28/EDHPro (siehe Beispiel 2) wurde mit Smal und Sall geschnitten, die
FVIII-cDNA entiernt und mit der Smal, Sall geschnittene HSA-cDNA aus pAlb4 ligiert. Dabei entstand das Expressi-
onsplasmid pCMVHSA/EDHPro (Fig. 17). :

Herstellung und Analyse von pCMVHSA/EDHPro-transfizierten Zellinien:

Analog den Beschreibungen bei Beispiel 2 wurden SK-HEP-I-Zellen mit dem Expressionsplasmid pCMVHSA/ED-
HPro transfiziert und stabil HSA-exprimierende Zeliinien selektiert. Die Selektion erfolgte mit HyB beginnend bei 200
pg/ml und wurde in der Folge auf 400 pg/ml erhéht. Im AnschluB an die Selektion mit HyB wurden die SK-HEP-1-Zellen
ausgehend von 100 nMMTX dber die dhir-Einheit des EDH-Markers amplifiziert. Auf der Stufe von 400 pig HyB konnten
bis zu 1,7 ug HSA/108-Zellen und 24 Stunden und 2,6 ng HSA/mi nachgewiesen werden. Die Identitat des exprimierten
HSA mit plasmatischem HSA und HSA aus Pichia pastoris wurde mittels Western Blot-Analysen festgestelit (Fig. 18).
Die HSA-Quantifizierung erfolgte mittels ELISA-Bestimmungen.

Materialien und Methoden
Konstruktion der Plasmide:

pCMVHSA/EDHPro: pCMVFVIIIdAB928/EDHPro wurde mit Smal und Sall geschnitten, das FVIIIdBQQS'-Fragment
entfernt und stattdessen ligiet mit dem Smal, Sall geschnittene HSA-Fragment aus pAlb4 (Fig. 17). pAlbd setzt sich
aus pBluescript 4 SK- undder HSA-cDNA (Lawn et al., Nucleic Acid Res. 9: 6103-6114, (1981); Dugalczyk etal.,, PNAS
79: 71-75 (1982)) zusammen.
Herstellung der permanenten Zellinien:

Initialselektion und Amplifikation erfolgten wie in Beispiel 2 beschrieben.
HSA-Quantifizierung mittels ELISA:

Die HSA-Quantifizierung im ELISA erfolgte mittels des monokionalen Anti-HSA-Antikdmpers (Pierce) und des von

Dakopatts, Danemark, erhaltlichen Kaninchen-Anti-HSA-Antikorperserums, welches direkt mit Peroxidase gekoppelt
vorlag.

_ Proteinnachweis mittels Western Blot-Analysen:

Die Western Blot-Analysen wurden entsprechend den Beschreibungen in Beispiel 2 durchgeluhnt. Als erster An-
tikbrper wurde ein monoklonaler Anti-HSA-Antikdrper (Monosan; Sanbio, Niederlande) in einer Verdinnung von 1:500
eingesetzt. Als zweiter Antikérper wurde ein Ziege-Anti-Maus-Antikorper (Firma BioRad, USA) in einer Verdinnung
von 1:7500 verwendet.

Patentanspriiche

1. Expressionsplasmid, das eine dicistronische Transkriptions-/Translationseinheit enthalt, welche eine Sequenz fur
ein Fremdprotein und eine Sequenz fir ein Fusionsprotein umfaBt, wobei das Fusionsprotein mindestens einen
Selektions- und mindestens einen Amplifikationsmarker enthalt.

2. Expressionsplasmid nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet daB die dicistronische Transkrlptlons/T ranslati-
onseinheit zusatzlich eine interne Ribosomenbindungsstelle umfaBt.

3. Expressionsplasmid nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die interne Ribosomenbindungsstelle die 5'-
nicht-translatierte Region des Encephalomyocarditis Virus (EMCV 5'UTR} ist.

4. Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die kodierende Sequenz
for das Fremdprotein 5' und die kodlerende Sequenz fir das Fusionsprotein 3' von der internen Ribosomenbin-
dungsstelie liegt.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

10.

1n.

12,

13.

14.

18.

16.

17.

18.

19,

20.

21,

22,

EP 0 711 835 A1l

Expressionsplasmid nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Fremdgen und die
Sequenz fir das Fusionsprotein in eine dicistronische mRNA transkribierbar sind.

Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die dicistronische Tran-
skriptions-/Translationseinheit nur einen Promotor, vorzugsweise den CMV-Promotor, den SV 40-Promotor oder
den humanen B-Actin-Promotor, umfait.

Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die dicistronische Tran-
skriptions-/Translationseinheit zusatzlich ein Intron, vorzugsweise das Intron des SV40 t-Antigens, das 16s/19s-
Intron oder das erste Intron des humanen B-Actin-Gens, und ein Poly-Adenylierungssignal, vorzugsweise das der
frahen oder spaten Transkriptionseinheit des SV40-Virus, enthalt.

Expressicnsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fir das Fusi-
onsprotein aus zwei Teilsequenzen, namlich einem hochamplifizierbaren Amplifikationsmarkergen, vorzugsweise
dem Dihydrofolat Reduktase-Gen, und einem Seleklionsmarkergen, vorzugsweise dem Hygromycin B-Phospho-
transferase-Gen, besteht.

Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Selektions/Amplifika-
tionsmarker-Fusionsprotein bifunktionell ist und die fir das Fusionsprotein kodierende Sequenz so konstruiert ist,
daB der 5-kodierenden Teilsequenz das Stopkodon und der 3'-kodierenden Teilsequenz gegebenentfalls das Start-
kodon fehit. '

Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die kodierenden Sequenzen
der beiden Proteinanteile der Sequenz fiir das Fusionsprotein durch einen Spacer getrennt sind, der insbesondere
aus einem 15 Nukleotide langen Spacer besteht.

Expressionsplasmid nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Spacersequenz fur 5 Glycinreste kodiert
und die Sequenz GGA GGC GGG GGT GGA (SEQ.ID.NO. 2) aufweist.

Expressionsplasmid nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die Spacersequenz fiir 5 Prolinreste kodiert
und die Sequenz CCA CCC CCG CCT CCA (SEQ.ID.NO. 1) auiweist.

Expressionsplasmid pCMV/EDH-Sp, pCMV/EDHGIly oder pCMV/EDHPTo.

Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da die Sequenz for das
Fremdprotein eine Sequenz fir ein humanes Plasmaprotein oder ein virales Protein bzw. ein Derivat oder ein
Fragment davon umfaBt.

Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fir das Fremdprotein eine
Sequenz fur die humane Prothrombin-cDNA umfast.

Expressionsplasmid pCMVFI/EDH-Sp, pCMVFIVEDHGLly oder pCMV-FIl/EDHPro.

Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Sequenz for das Fremdprotein eine
Sequenz fur die humane Faktor Viii-cDNA umfafit.

Expressionsplasmid pCMVFVilic/EDH-Sp, pCMVFVIlIc/EDHGIy oder pCMVFVIilc/EDHPro.

Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine
Sequenz fir die Deletionsmutante dB928 des humanen Fakior VIl umfaft.

Expressionsplasmid pCMVFVIIIdB928/EDH-Sp, pCMVFVilldB928/EDHGIy oder pCMVFVIIIdBI28/EDHPro.

Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz for das Fremdprotein eine
Sequenz {0r die humane Faktor IX-cDNA umfaBt.

Expressionsplasmid pCMV-FIX-EDH-Sp, pCMV-FIX-EDHGIly oder pCMV-FIX-EDHPro.
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Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzelchnet daB die Sequenz fUr das. Fremdproteln eine
Sequenz fiir die humane Protein C-cDNA umfaft. '

Expressionsplasmid pCMV-PCwl-EDH-Sp, pCMV-PCwt-EDHPro, pCMV-PCwWi-EDHGly, pCMV-PCpt. mut.-EDH-
Sp, pPCMV-PCpt.mut.-EDHPro oder pCMV-PCpt. mut.-EDHGly.

Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fir das Fremdprotein eine
Sequenz fir die humane von Willebrand Faktor-cDNA umtaft.

Expressionsplasmide pAct-vWF-EDH-Sp, pAct-vWF-EDHPro und pAct-vWF-EDHGly.

Expressiohsplasmid nach einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch .gekennzeichnet daf3 es eine oder mehrere.

Expressionskassetien umtaBt welche die DNA Sequenzen SEQ.ID.NO. 6, SEQ.ID.NO. 7 oder SEQ.ID.NO. 8
enthalten.

Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, daB3 es aus einem hoch-amplifizierbaren Amplifikationsmarker und
einem Selektionsmarker besteht.

Fusionsprotein nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB dem 5'-kodierenden Gen fiir den Amplifikations- -
marker das Stopkodon und dem 3'-kodierenden Gen fir den Selektionsmarker das Startkodon fehit.

Fusionsprotein nach Anspruch 28, dadurch 'gekennzeichnet, daB der Amplifikationsmarker und der Selektions-
marker durch ein Spacerprotein getrennt sind, das vorzugsweise aus mindestens 5 Glycinresten oder aus minde-
stens 5 Prolinresten besteht.

Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 28 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionsmarker-Bereich
eine Amplifizierungsfunktion aufweist.

Fusionsprotein, welches die Aminosauresequenz SEQ.ID.NO. 3, SEQ.ID.NQ. 4 oder SEQ.ID.NO. 5 aufweist.

Transfizierte eukaryontische Zellinie, vorzugsweise ausgewahit aus den Zellinien CHO, 293 oder humane Leber-
zellinien, wie SK-HEP-1 oder Chang Liver, die mit elnem Expressionsplasmid nach einem der Anspriche 1 bis 27
transfiziert ist und ein Fremdprotein exprimiert.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB sie das humane Prothrom-
bin exprimiert.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzenchnet daf sie den humanen Fakior
VI exprimiert.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Deletionsmutante
dB928 des humanen Faktors VIl exprimiert.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB sie den humanen Faktor
1X exprimien.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daf3 sie das humane Protein C
exprimiert.

Transfizierte eukaryontische Zellinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzelchnet daf sie den humanen von Wil-
lebrand Faktor exprimiert.

Verfahren zur Herstellung von Fremdproteinen, dadurch gekennzeichnet, daB eine eukaryontische Zellinie mit
einem Expressionsplasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 27 transfizient wird, die erhaltenen Klone durch einen
SelektionsprozeB unter der Kontrolle eines Selektionsmarkers isoliert und dabei vorzugsweise gleichzeitig ampli-
fiziet werden, anschlieBend unter der Kontrolle eines Amplifikationsmarkers eine weitere Amplifikation erfolgt,
wobei das Fremdprotein exprimiert und geerntet wird.
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Vertahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionsprozef unter Verwendung von Hygro-
mycin B und die weitere Amplifikation unter Verwendung von Methotrexat erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 40 oder 41, dadurch gekennzeichnet,'daB ais Zellinien CHO, 293 oder humane Leber-
zellinien, wie SK-HEP-1 oder Chang Liver, mit einem Expressionsplasmid geman einem der Anspriiche 1 bis 27
transfiziert werden. :

Verfahren nach einem der Anspriiche 40 bis 42, dadurch gekennzeichnet, daB rekombinante Blutgerinnungsfak-
toren oder virale Proteine hergestellt werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 40 bis 43, dadurch gekennzeichnet, daB rekombinantes humanes Prothrom-
bin, rekombinanter humaner Faktor VI, rekombinanter humaner FVI1idB928, rekombinanter humaner Faktor IX,
rekombinantes humanes Protein C, rekombinanter humaner von Willebrand-Faktor oder rekombinantes humanes
Serumalbumin hergestellt werden.

Fremdprotein-Praparation, erhaltlich durch ein Verdahren geméaB einem der Anspriiche 40 bis 44.

Humane Plasmaprotein-Préaparation oder virale Proteine, erhaltlich durch ein Verfahren geman einem der Anspri-

che 40 bis 44.

Aktive humane Prothrombin-Préparation, erhaltlich durch ein Verfahren gemaf einem der Anspriche 40 bis 44.

. Aktive humane Faktor VIil-Praparation, erhaltlich durch ein Verfahren geman einem der Anspriiche 40 bis 44.

Aktive humane, deletierte FVIIIdB928-Praparation, erhaltlich durch ein Verfahren geméan einem der Anspriiche 40
bis 44,

Aktive humane Faktor |X-Praparation, erhaltlich durch ein Verfahren geman einem der Anspriiche 40 bis 44.
Aktive humane Protein C-Praparation, erhaltlich durch ein Verfahren geman einem der Anspriiche 40 bis 44.

Aktive humane von Willebrand Faktor-Praparation, erhaltlich durch ein Verfahren geman einem der Anspriche
40 bis 44.

Phamazeutische Zusammensetzung, umiassend eine Praparation gemaB einem der Anspriiche 45 bis 52.

Verwendung von SkHep-1-Zellen als Expressionsvehikel fir Prothrombin, Faktor VIil, Faktor VIl dB928, Faktor
IX, Protein C, von Willebrand-Faktor und/oder Serumalbumin.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(1) ANMELDER:
(A) NAME: Sabine Herlitschka
(B) STRASSE: Budinskygasse 7/15
(C) ORT: Wien
(D) BUNDESLAND: Austria
(E) LAND: Austria
(F) POSTLEITZABL: 1190

(A) NAME: Uwe Schlokat
(B) STRASSE: Hauptstrasse 51
{(C) ORT: Orth/Donau
{D) BUNDESLAND: Austria
" (E) LAND: Austria
{(F) POSTLEITZAHL: 2304

(A) NAME: Falko Guenther Falkner
(B) STRASSE: Neusiedlzeile 76A
{C) ORT: Orth/Donau

(D) BUNDESLAND: Austria

(E) LAND: Austria

(F) POSTLEITZAHL: 2304

{(A) NAME: Friedrich Dorner

(B) STRASSE: Peterlinigasse 17
(C) ORT: Wien

(D) BUNDESLAND: Austria

(E) LAND: Austria

(F) POSTLEITZAHL: 1238

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Selektion und Expression von
Fremdproteinen mittels eines Selektions-Amplifikations-System

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 28
(iv) COMPUTER-LESQARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
{(C)} BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA)
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
{(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

CCACCCCCGC CTCCA

Fig. 16-A
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = *synthetic"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

GGAGGCGGGG GTGGA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:
{i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: '524 Aminos&uren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

Met Val Arg Pro Leu Asn Cys Ile Val Ala Val
1 5 10

Ile Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro
20 . 25

Lys Tyr Phe Gln Arg Met Thr Thr Thr Ser Ser
35 . 40

Asn Leu Val Ile Met Gly Arg Lys Thr Trp Phe
50 55

Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg Ile Asn Ile val
65 70 75

Lys Glu Pro Pro Arg Gly Ala His Phe Leu Ala
' 85 90

Ala Leu Arg Leu Ile Glu Gln Pro Glu Leu Ala
100 105

val Trp Ile Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gln
115 120

Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg Ile
130 - 135

Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu Ile Asp Leu Gly
145 R 150 155

Pro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gln
165 170

Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Pro
180 185

Fig. 16-B

43

Ser
Leu
Val
Ser
60

Leu

Lys

Ser

Met
140
Lys

Glu

Glu

Gln Asn
Arg Asn
30

Glu Gly
45

Ile Pro
Ser Arg
Ser Leu
Lys Val

110

Ala Met
125

Gln Glu
Tyr Lys

Glu Lys

Leu Thr
190

Met Gly
15

Glu Phe
Lys Gln
Glu Lys
Glu Leu

80

Asp Asp
95 .

Asp Met
Asn Gln'
Phe Glu

Leu Leu
160

Gly Ile
175

Ala Thr



Ser
Met
Gly
225
Tyr
Ile
Cys
Thr
Ile
305
Pro
Ile
‘val
Glu
Asn
8s
Ser
Phe
Glu
Met
Asn
465
Arg

Ala

Asn

Val

Gln

210

Gly

Lys

Pro

Ile

Glu

290

Ala

Gln

Ala

Ser

Asp

370

Asn

Glu

Trp

Axg

Leu

450

Phe

Ser

Ala

Arg

Glu
1S5S
Leu
Arg
Asp
Glu
Ser
275
Leu
Ala
Gly
Asp
Ala
355
Cys
val
Ala
Arg
Arg
435
Arg
Asp
Gly

val

Arg
515

Lys Phe
Ser Glu
Gly Tyr
Arg Tyr

245

val Leu
260

Arg Arg

Pro Ala

Ala Asp

Ile Gly
© 325

'

Pro His
340

Ser val
Pro Glu
Leu Thr

Met Phe
405

Pro Trp
420

His Pro
Ile Gly
Asp Ala

Ala Gly
485

Trp Thr
500

Pro Ser

Leu

Gly

val

230

val

Asp

Ala

val

Leu

310

Gln

val

Ala

val

Asp

390

Gly

Leu

Glu

Leu

Ala

470

Thr

Asp

Thr

EP 0711 835 At

Ile
Glu
215

Leu
Tyr
Ile
Gln
Leu
295
Ser
Tyr
Tyr

Gln

Arg

375

Asn

Asp

Ala

Leu

Asp

455

Trp

val

Gly

Arg

Glu
200
Glu
Arg
Arg
Gly
Gly
280
Gln
Gln
Thr
His
Ala
360
His
Gly
Ser
Cys
Ala
440
Gln
Ala
Gly

Cys

Pro
520

Lys
Ser
val
His
Glu
265
val
Pro
Thr
Thr
Trp

345

Leu

Arg
Gln
Met
425
Gly
Leu
Gln
Arg
val

505

Arg

Phe

Arg

Asn

Phe

250

Phe

Thr

val

Ser

Trp

330

Gln

Asp

val

Ile

Tyr

410

Glu

Sex

Gly
Thr
490

Glu

Ala

Asp

Ala

Ser

235

Ala

Ser

Leu

Ala

Gly

315

Arg

Thr

Glu

Thr
395
Glu
Gln
Pro
Gln
Arg
475
Gln

val

Lys

Fig. 16-C
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Ser

Phe

220

Cys

Ser

Glu

Gln

Glu

300

Phe

Asp

Val

Leu

Ala

380

Ala

val

Gln

Axrg

Ser
460

Cys

Ile

Leu

Glu

val
205
Ser
Ala
Ala
Ser
Asp
285
Ala
Gly
Phe
Met
Met

365

Asp

val'

Ala

Thr

Leu

445

Leu

Asp

Ala

Ala

Sér
Phe
Asp
Ala
Leu
270
Leu
Met
Pro
Ile
Asp
350
Leu
Phe
Ile
Asn
Arg
430
Arg
val
Ala

Arg

Asp
510

Asp

Asp

Gly

Leu

255

Thr

Pro

Asp

Phe

Cys

335

Asp

Trp

Gly

Asp

Ile
415

Tyr

Ala

Asp

Ile

Arg

495

Ser

Leu

val

Phe

240

Pro

Tyr

Glu

Ala

Gly

320

Ala

Thr

Ala

Ser

Trp

400

Phe

Phe

Tyr

Gly

val

480

Ser

Gly



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 4:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(ii)

{ix)

(xi)

Met

Ile

Lys

Asn

Asn

65

Lys

Ala

val

Pro

Ser

145

Pro

Lys

Gly

val

Gln

225

Gly

(A)
{B)
(C)
(D)

EP 0711835 A1

linear

LANGE: 539 Aminosduren
ART: Aminosdure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE:

ART DES MOLEKULS: Protein

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:192..196

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note=

SEQUENZBESCHREIBUNG:

val Arg Pro Leu Asn
5

Gly

Tyr

Leu

50

Arg

Glu

Leu

Trp

Gly

130

Asp

Glu

Tyr

Gly

Glu

210

Leu

Arg

Lys

Phe

35

val

Pro

Pro

Arg

Ile

115

His

Thr

Tyr

Lys

Gly

195

Lys

Ser

Gly

Asn
20

Gln
Ile
Leu
Pro
Leu
100
val
Leu
Phe
Pro
Phe
180
Gly

Phe

Glu

TYr

Gly
a
Met
Lys

Arg
85

Ile

Gly

Axg

Phe

Gly

165

Glu

Asn

Leu

Gly

val
245

Asp
Met
Gly
Asp
70

Gly
Glu
Gly
Leu
Pro
150
val
val
Arg
Ile
Glu

230

Leu

SEQ ID

Cys
Leu
Thr
Axrg
55

Arg
Ala
Gln
Ser
Phe
135
Glu
Leu
Tyr
Arg
Glu
215

Glu

Arg

Ile

Pro

Thr

40

Lys

Ile

His

Pro

Ser

120

val

Ile

Ser

Glu

Ile

200

Lys

Ser

Val

Fig. 16-D
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""Glycin Spacer*”*®

NO:

val
Trp
Thr
Thr
Asn
Phe
Glu
105
val
Thr
AsSp
Glu
Lys
185
Pro
Phe

Arg

Asn

4:

Ala

10

Pro

Ser

Trp

Ile

Leu

-90

Leu
Tyr
ArQ
Leu
val
170
Lys
Pro
Asp

Ala

Ser
250

val
Pro
Ser
Phe
vVal
75

Ala
Ala
Gln
Ile
Gly
155
Gln
Gly
Glu
Ser
Phe
235

Cys

Ser

Leu

Val

Ser

60

Leu

Lys

Ser

Glu

Met

140

Lys

Glu

Arg

Leu

val

220

Ser

Ala

Gln

Arg

Glu

45

Ile

Ser

Ser

Lys

Ala

125

Gln

Tyr

Glu

Leu

Thrx

205

Ser

'Phe

Asp

Asn
Asn
30

Gly
Pro
Axrg
Leu
val
110
Met
Glu
Lys
Lys
Arg
190
Ala
Asp

Asp

Gly

Met
15

Glu
Lys
Glu
Glu
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu
Gly
175
Thr
Thr
Leu

Val

Phe
2595

Gly
Phe
Gln
Lys
Leu
80

Asp
Met
Gln
Glu
Leu
160
Ilg
Gly
Ser
Met
Gly

240

Tyr



Lys

Pro

Glu

305

Ala
Gln
Ala
Ser
Asp
385
Asn
Glu
Trp
Arg
Leu
465
Phe
Ser

Ala

Arg

Asp

Glu

Ser

-290

Leu
Ala
Gly
Asp
Ala
370
Cys
Val
Ala
Arg
Arg.
450
Arg
Asp
Gly

val

Arg
530

Arg

Val

Tyr
260

Leu

275

Arg
Pro
Ala
Ile
Pro
355
Ser
Pro
Leu
Met
Pro
435
His
Ile
Asp

Ala

Trp
515

Pro

Arg

Ala

Asp

val

Asp

Ala

Val

Leu

325

Gly
340

His

val

Glu

Thr

Phe

420

Trp

Pro

Gly

Ala

Gly

500

Thr

Ser

Gln

‘Val

Ala
Val
Asp
405
Gly
Leu
Glu
Leu
Ala
485
Thr

Asp

Thr

Tyr

Ile

Gln

Leu

310

Ser

Tyx

Tyr

Gln

Arg

390

Asn

Asp

Ala

Leu

Asp

470

Trp

val

Gly

Arg

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
LANGE: 539 Aminosé&uren
ART: Aminosdure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE:

(ii)

(&)
(B)
(<)
(D)

EP 0 711 835 A1

Arg
Gly
Gly
295
Gln
Gln
Thr
His
Ala
375
His
Gly
Ser
Cys
Ala
455
Gln
Ala
Gly

Cys

Pro
535

linear

His

Glu

280

val

Pro

Thr

Thr

Trp

360

Leu

Leu

Arg

Gln

Met

440

Gly

Leu

Gln

Arg

val

520

Arg

ART DES MOLEKULS: Protein

Phe

265

Phe

Thr

val

Ser

Trp

345

Gln

Asp

val

Ile

Ala

Ser

Leu

Ala

Gly

330

Arg

Thr

Glu

His

Thr
410

Tyr Glu

Glu

Ser

Tyr

Gly

Thr

505

Glu

Ala

46

Gln
Pro
Gln
Arg
490
Gln

val

Lys

Ser
Glu
Gln
Glu
315
Phe
Asp
val
Leu
Ala
395
Ala
vVal
Gln

Arg

Ser

475

Cys

Ile

Leu

Glu

Fig.

Ala

Ser

Asp

300

Ala

Gly

Phe

Met

Met

380

Asp

val

Ala

Thr

Leu

460

Leu

Asp

Ala

Ala

Ala
Leu
285
Leu
Met
Pro
Ile
Asp
365
Leu
Phe
Ile
Asn
Arg
445
Arg
val
Ala

Arg

Asp
525

16-E

Leu

270

Thr

Pro

Asp

Phe

Cys

350

Asp

Trp

Gly

Asp

Ile
430

Tyr

Ala

Asp

Ile

Arg

510

Ser

Pro

Tyr

Glu

Ala

Gly

335

Ala

Thr

Ala

Ser

Txrp

415

Phe

Phe

Tyxr

Gly

Val

495

Ser

Gly

Ile
Cys
Thr
Ile
320
Pro
Ile
val
Glu
Asn
400
Ser
Phe
Glu
Met
Asn
480
Arg

Ala

Asn



(ix)

{xi)

Met

Ile

Lys

Asn

Asn

Lys

Ala

val

Pro

Ser

145

Pro

Lys

Pro

val

Gln

225

Gly

Lys

Pro

Ile

Glu
305

MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL:

(B)

SEQUENZBESCHREIBUNG:

LAGE:190..194
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "“Prolin Spacer""

val Arg Pro Leu Asn

Gly

Tyr

Leu

50

Arg

Glu

Leu

Trp

Gly

130

Asp

Glu

Tyr

Pro

Glu

210

Leu

Arg

Asp

Glu

Ser

250

Leu

Lys

Phe

35

val

Pro

Pro

Arg

Ile

115

His

Thr

Tyr

Lys

Vval

195

Lys

Serxr

Gly

Arg

Val
275

Arg

Pro

Asn

20

Gln

Ile

Leu

Pro

Leu

5

Gly

Arg

Met
Lys
Arg

85

I}e

100 -

val

Leu

Phe

Pro

Phe

180

Arg

Phe

Glu

Tyr

TYr

260

Leu

Arg

Ala

Gly

Arg

Phe

Gly

165

Glu

Asn

Leu

Gly

val

245

val

Asp

Ala

val

Asp

Met

Gly

Asp

70

Gly

Glu

Gly

Leu

Pro

150

val

val

Arg

Ile

Glu
230

Leu

Tyx

Ile

Gln

Leu
310

EP 0711835 A1l

Cys
Leu
Thr
Axrg
55
Arg
Ala
Gln
Ser
Phe
135
Glu
Leu
Tyr
Axrg
Glu
215
Glu
Arg
‘Arg
Gly
Gly

295

Gln

Ile

Pro

Thr

40

Lys

Ile

His

Pro

Ser

120

val

Ile

Ser

Glu

Ile

200

Lys

Sex

Val

His

Glu

280

val

Pro

Peptide

Val
Trp
25

Thr
Thr
Asn
Phe
Glu
10S
val
Thr
Asp
Glu
Lys
185
Pro
Phe
Arg
Asn
Phe
265
Phe

Thr

val

SEQ ID NO: 5:

Ala

10

Pro

Ser

Trp

Ile

Leu

Leu

Tyr

Arg

Leu

val

170

Lys

Pro

Asp

Ala

Ser

250

Ala

Ser

Leu

Ala

Fig. 16-F
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val
Pro
Ser
Phe
val
75

Ala
Ala
Gln
Ile
Gly
155
Gln
Gly
Glu
Ser
Phe
235
Cys
Ser
Glu

Gln

Glu
315

Ser

Leu

val

Ser

Leu

Lys

Ser

Glu

Met

140

Lys

Glu

Arg

Leu

val

220

Ser

Ala

Ala

Ser

ASp

300

Ala

Gln Asn

Arg Asn

Glu Gly
45

Ile Pro
Ser Arg
Ser Leu
Lys Val

110

Ala Met
125

Gln Glu

Tyr Lys

Glu Lys

Phe Pro
190

Thr Ala
205

Ser Asp
Phe Asp
Asp Gly
Ala Leu

270

Leu Thr
285

Leu Pro

Met Asp

Met

15

Glu

Lys

Glu

Glu

Asp

Asp

Asn

Phe

Leu

Gly

175

Pro

Thr

Leu

val

Phe

255

Pro

Tyr

Glu

Ala

Gly

Phe

Gln

Lys

Leu

80

Asp

Met

Gln

Glu

Leu

160

Ile
Pro
Ser
Met
Gly
240
Tyr
Ile

Cys

Thr

Ile
320
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Ala Ala Ala Asp Leu Ser Gln Thr Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro
325 330 335

Gln Gly Ile Gly Gln Tyr Thr Thr Trp Arg Asp Phe Ile Cys Ala Ile
340 345 350

Ala Asp Pro His Val Tyr His Trp Gln Thr Val Met Asp Asp Thr Val
355 360 365

Ser Ala Ser Val Ala Gln Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu
370 375 380

Asp Cys Pro Glu Val Arg His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser Asn
385 390 395 400

Asn Val Leu Thr Asp Asn Gly Arg Ile Thr Ala Val Ile Asp Trp Sex
405 410 415

Glu Ala Met Phe Gly Asp Ser Gln Tyr Glu Val Ala Asn Ile Phe Phe
420 .425 .430

Trp Arg Pro Trp Leu Ala Cys Met Glu Gln Gln Thr Arg Tyr Phe Glu
435 440 ' 445

Arg Arg His Pro Glu Leu Ala .Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala. Tyr Met
450 ' 455 460

Leu Arg Ile Gly Leu Asp Gln Leu Tyr Gln Ser Leu Val Asp Gly Asn
465 " 470 475 480

Phe Asp Asp Ala Ala Trp Ala Gln Gly Arg Cys Asp Ala Ile Val Arg
. 485 490 495

Ser Gly Ala Gly Thr Val Gly Arg Thr Gln Ile Ala Arg Arg Ser Ala

500 505 510

Ala Val Trp Thr Asp Gly Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly Asn
515 520 ' ‘ 525

Arg Arg Pro Ser Thr Arg Pro Arg Ala Lys Glu
530 535

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6:
{i} SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 2079 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:
ACCATATTGC CGTCTTTTGG CAATGTGAGG GCCCGGAAAC CTGGCCCTGT CTTCTTGACG
AGCATTCCTA GGGGTCTTTC CCCTCTCGCC AAAGGAATGC AAGGTCTGTT GAATGTCGTG
AAGGAAGCAG TTCCTCTGGA AGCTTCTTGA AGACAAACAA CGTCTGTAGC GACCCTTTGC
AGGCAGCGGA ACCCCCCACC TGGCGACAGG TGCCTCTGCG GCCAARAGCC ACGTGTATAA

GATACACCTG CAAAGGCGGC ACAACCCCAG TGCCACGTTG TGAGTTGGAT AGTTGTGGAA

Fig. 16-6

48

60
120
180
240

300



r

AGAGTCAAAT

CCCCATTGTA

AGGTTAAARA

GATAATACCA

GGCAAGAACG

ATGACCACAA

TGGTTCTCCA

AGAGAACTCA

TTAAGACTTA

GGCAGTTCTG

AGGATCATGC

AAACTTCTCC

TATAAGTTTG

TCTGTCGAGA

GAGGGCGAAG

GTAAATAGCT

GCCGCGCTCC

TGCATCTCCC

GCTGTTCTGC

ACGAGCGGGT

TTCATATGCG

GTCAGTGCGT

GAAGTCCGGC

CGCATAACAG

GCCAACATCT

GAGCGGAGGC

GGTCTTGACC

CAGGGTCGAT

GCCCGCAGAA

AACCGACGCC

GGCTCTCCTC
TGGGATCTGA
ACGTCTAGGC
TGGTTCGACC
GAGACCTACC
CCTCTTCAGT
TTCCTGAGAA
AAGAACCACC
TTGAACAACC
TTTACCAGGA
AGGAATTTGA
CAGAATACCC
AAGTCTACGA
AGTTTCTGAT
AATCTCGTGC
GCGCCGATGG
CGATTCCGGA
GCCGTGCACA
AGCCGGTCGC
TCGGCCCATT
CGATTGCTGA
CCGTCGCGCA
ACCTCGTGCA
CGGTCATTGA
TCTTCTGGAG
ATCCGGAGCT
AACTCTATCA
GCGACGCAAT
GCGCGGCCGT

CCAGCACTCG

EP O 711835 At

AAGCGTATTC
TCTGGGGCCT
CCCCCGAACC
ATTGAACTGC
CTGGCCTCCG

GGAAGGTAAA

GAATCGACCT

ACGAGGAGCT
GGAATTGGCA
AGCCATGAAT
AAGTGACACG
AGGCGTCCTC
GAAGAAAGGT
CGAAAAGTTC
TTTCAGCTTC
TTTCTACAAA
AGTGCTTGAC
GGGTGTCACG
GGAGGCCATG
CGGACCGCAA
TCCCCATGTG
GGCTCTCGAT
CGCGGATTTC
CTGGAGCGAG
GCCGTGGTTG
TGCAGGATCG
GAGCTTGGTT
CGTCCGATCC
CTGGACCGAT

TCCGAGGGCA

AACAAGGGGC
CGGTGCACAT
ACGGGGACGT
ATCGTCGCCG
CTCAGGAACG
CAGAATCTGG
TTAAAGGACA
CATTTTCTTG
AGTAARGTAG
CAACCAGGCC
TTTTTCCCAG
TCTGAGGTCC
CGACGGATCC
GACAGCGTCT
GATGTAGGAG
GATCGTTATG
ATTGGGGAAT
TTGCAAGACC
GATGCGATCG
GGAATCGGTC
TATCACTGGC
GAGCTGATGC
GGCTCCAACA
GCGATGTTCG
GCTTGTATGG
CCGCGGCTCC
GACGGCAATT
GGAGCCGGGA
GGCTGTGTAG

AAGGAATAG

Fig. 16-H
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TGAAGGATGC
GCTTTACATG
GGTTTTCCTT
TGTCCCAAAA
AGTTCAAGTA
TGATTATGGG
GAATTAATAT
CCAAAAGTTT
ACATGGTTTG
ATCTCAGACT
ARATTGATTT
AGGAGGAAAA
CGCCTGAACT
CCGACCTGAT
GGCGTGGATA
TTTATCGGCA
TCAGCGAGAG
TGCCTGAAAC
CTGCGGCCGA
AATACACTAC
AAACTGTGAT
TTTGGGCCGA
ATGTCCTGAC
GGGATTCCCA
AGCAGCAGAC
GGGCGTATAT
TCGATGATGC
CTGTCGGGCG

AAGTACTCGC

CCAGAAGGTA
TGTTTAGTCG
TGAAAAACAC
TATGGGGATT
CTTCCAAAGA
TAGGAAAACC
AGTTCTCAGT
GGATGATGCC
GATAGTCGGA
CTTTGTGACA
GGGGARATAT
AGGCATCAAG
CACCGCGACG
GCAGCTCTCG
TGTCCTGCGG
CTTTGCATCG
CCTGACCTAT
CGAACTGCCC
TCTTAGCCAG
ATGGCGTGAT
GGACGACACC
GGACTGCCCC
GGACAATGGC
ATACGAGGTC
GCGCTACTTC
GCTCCGCATT
AGCTTGGGCG
TACACAAATC

CGATAGTGGA

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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{2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
2109 Basenpaare

(A) LANGE:
(B) ART: Nu

cleotid

{C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOG

IE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

ACCATATTGC
AGCATTCCTA
AAGGAAGCAG
AGGCAGCGGA
GATACACCTG
AGAGTCAAAT
CCCCATTGTA
AGGTTAAAAA
GATAATACCA
GGCAAGAACG
ATGACCACAA
TGGTTCTCCA
AGAGAACTCA
TTAAGACTTA
GGCAGTTCTG
AGGATCATGC
AAACTTCTCC
TATAAGTTTG
CGACGGATCC
GACAGCGTCT
GATGTAGGAG
GATCGTTATG
ATTGGGGAAT
TTGCAAGACC
GATGCGATCG
GGAATCGGTC

TATCACTGGC

CGTCTTTTGG
GGGGTCTTTC
TTCCTCTGGA
ACCCCCCACC
CAAAGGCGGC
GGCTCTCCTC
TGGGATCTGA
ACGTCTAGGC
TGGTTCGACC
GAGACCTACC
CCTCTTCAGT
TTCCTGAGAA
ARGAACCACC
TTGAACAACC
TTTACCAGGA
AGGAATTTGA
CAGAATACCC
AAGTCTACGA
CGCCTGAACT
CCGACCTGAT
GGCGTGGATA
TTTATCGGCA
TCAGCGAGAG
TGCCTGAAAC
CTGCGGCCGA
AATACACTAC

AAACTGTGAT

CAATGTGAGG

CCCTCTCGCC

AGCTTCTTGA

TGGCGACAGG

ACAACCCCAG

AAGCGTATTC

TCTGGGGCCT

CCCCCGAACC

ATTGAACTGC

CTGGCCTCCG

GGAAGGTAAA

GAATCGACCT

ACGAGGAGCT

GGAATTGGCA

AGCCATGAAT

AAGTGACACG

AGGCGTCCTC

GAAGAAAGGT

CACCGCGACG

GCAGCTCTCG

TGTCCTGCGG

CTTTGCATCG

CCTGACCTAT

CGAACTGCCC

TCTTAGCCAG

ATGGCGTGAT

GGACGACACC

GCCCGGAAAC
AAAGGAATGC
AGACAAACAA
TGCCTCTGCG
TGCCACGiTG
AACAAGGGGC
CGGTGCACAT
ACGGGGACGT
ATCGTOGCCG
CTCAGGAACG
CAGAATCTGG
TTAARGGACA
CATTTTCTTG
AGTAAAGTAG
CAACCAGGCC
TTTTTCCCAG
TCTGAGGTCC
CGATTACGTA
TCTGTCGAGA
GAGGGCGAAG
GTAAATAGCT
GCCGCGCTCC
TGCATCTCCC
GCTGTTCTGC
ACGAGCGGGT
TTCATATGCG

GTCAGTGCGT

Fig, 16-1
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CTGGCCCTGT

AAGGTCTGTT

CGTCTGTAGC

GCCAAAARGCC

TGAGTTGGAT

TGAAGGATGC

GCTTTACATG

GGTTTTCCTT

TGTCCCAAAR

AGTTCAAGTA

TGATTATGGG

GAATTAATAT

'CCAAAAGTTT

ACATGGTTTG
ATCTCAGACT
AAATTGATTT
AGGAGGAAAA
CTGGAGGCGG
AGTTTCTGAT
AATCTCGTGC
GCGCCGATGG
CGATTCCGGA
GCCGTGCACA
AGCCGGTCGC
TCGGCCCATT
CGATTGCTGA

CCGTCGCGCA

CTTCTTGACG
GAATGTCGTG
GACCCTTTGC
ACGTGTATAA
AGTTGTGGAA
CCAGAAGGTA
TGTTTAGTCG
TGAARAACAC
TATGGGGATT
CTTCCARAGA
TAGGAARACC
AGTTCTCAGT
GGATGATGCC
GATAGTCGGA
CTTTGTGACA
GGGGAAATAT
AGGCATCAAG
GGGTGGAAAT
CGAAAAGTTC
TTTCAGCTTC
TTTCTACAAA
AGTGCTTGAC
GGGTGTCACG
GGAGGCCATG
CGGACCGCAA
TCCCCATGTG

GGCTCTCGAT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



GAGCTGATGC
GGCTCCAACA
GCGATGTTCG
GCTTGTATGG
CCGCGGCTCC
GACGGCAATT
GGAGCCGGGA
GGCTGTGTAG

AAGGAATAG

TTTGGGCCGA
ATGTCCTGAC
GGGATTCCCA
AGCAGCAGAC
GGGCGTATAT
TCGATGATGC
CTGTCGGGCG

AAGTACTCGC

EP 0711835 A1

GGACTGCCCC
GGACAATGGC
ATACGAGGTC
GCGCTACTTC
GCTCCGCATT
AGCTTGGGCG

TACACAAATC

CGATAGTGGA.

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

GAAGTCCGGC
CGCATAACAG
GCCAACATCT
GAGCGGAGGC
GGTCTTGACC
CAGGGTCGAT
GCCCGCAGAA

AACCGACGCC

(A) LANGE: 2109 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid .

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

ACCATATTGC
AGCATTCCTA
AAGGAAGCAG
AGGCAGCGGA
GATACACCTG
AGAGTCAAAT
CCCCATTGTA
AGGTTAAAAA
GATAATACCA
GGCAAGAACG
ATGACCACAA
TGGTTCTCCA
AGAGAACTCA
TTAAGACTTA
GGCAGTTCTG
AGGATCATGC

AAACTTCTCC

CGTCTTTTGG
GGGGTCTTTC
TTCCTCTGGA
ACCCCCCACC
CAARGGCGGC
GGCTCTCCTC
TGGGATCTGA
ACGTCTAGGC
TGGTTCGACC
GAGACCTACC
CCTCTTCAGT
TTCCTGAGAA
AAGAACCACC
TTGAACAACC
TTTACCAGGA
AGGAATTTGA

CAGAATACCC

CAATGTGAGG
CCCTCTCGCT
AGCTTCTTGA
TGGCGACAGG
ACAACCCCAG
ARGCGTATTC
TCTGGGGCCT
CCCCCGRACC
ATTGAACTGC
CTGGCCTCCG
GGARGGTAAA
GAATCGACCT
ACGAGGAGCT
GGAATTGGCA
AGCCATGAAT
AAGTGACACG

AGGCGTCCTC

GCCCGGAAAC
AAAGGAATGC
AGACAAACAA
TGCCTCTGCG
TGCCACGTTG
AACAAGGGGC
CGGTGCACAT
ACGGGGACGT
ATCGTCGCCG
CTCAGGAACG
CAGAATCTGG
TTAAAGGACA
CATTTTCTTG
AGTAAAGTAG
CARCCAGGCC
TTTTTCCCAG

TCTGAGGTCC

Fig. 16-J
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ACCTCGTGCA
CGGTCATTGA
TCTTCTGGAG
ATCCGGAGCT
AACTCTATCA
GOGACGCAAT
GCGCGGCCGT

CCAGCACTCG

CTGGCCCTGT
AAGGTCTGTT
CGTCTGTAGC
GCCAAAAGCC
TGAGTTGGAT
TGAARGGATGC
GCTTTACATG
GGTTTTCCTT
TGTCCCAAAA
AGTTCAAGTA
TGATTATGGG
GAATTAATAT
CCAAAAGTTT
ACATGGTTTG
ATCTCAGACT
AAATTGATTT

AGGAGGAAAR

CGCGGATTTC

CTGGAGCGAG

GCCGTGGTTG

TGCAGGATCG

GAGCTTGGTT

CGTCCGATCC

CTGGACCGAT

TCCGAGGGCA

CTTCTTGACG

GAATGTCGTG

.

GACCCTTTGC -

ACGTGTATAA
AGTTGTGGAA
CCAGAAGGTA
TGTTTAGTCG
TGAAAAACAC
TATGGGGATT
CTTCCAAAGA
TAGGAARACC
AGTTCTCAGT
GGATGATGCC
GATAGTCGGA
CTTTGTGACA
GGGGAAATAT

AGGCATCAAG

1680°
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2108

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



TATAAGTTTG
CGACGGATCC
GACAGCGTCT
GATGTAGGAG
GATCGTTATG
ATTGGGGAAT
TTGCAAGACC
GATGCGATCG
GGAATCGGTC
TATCACTGGC
GAGCTGATGC
GGCTCCAACA
GCGATGTTCG
GCTTGTATGG
CCGOGGCTCC
GACGGCAATT
GGAGCCGGGA
GGCTGTGTAG

AAGGAATAG

EP 0711835 A1

AAGTCTACGA GAAGAAAGGT
CGCCTGAACT CACCGCGACG
CCGACCTGAT GCAGCTCTCG
GGCGTGGATA TGTCCTGCGG
TTTATCGGCA CTTTGCATCG
TCAGCGAGAG CCTGACCTAT
TGCCTGAAAC CGAACTGCCC
CTGCGGCCGA TCTTAGCCAG
AATACACTAC ATGGCGTGAT
AAACTGTGAT GGACGACACC
TTTGGGCCGA GGACTGCCCC
ATGTCCTGAC GGACAATGGC
GGGATTCCCA ATACGAGGTC
AGCAGCAGAC GCGCTACTTC
GGGCGTATAT GCTCCGCATT
TCGATGATGC AGCTTGGGCG
CTGTCGGGCG TACACAAATC

AAGTACTCGC CGATAGTGGA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

CGATTTCCAC

TCTGTCGAGA

GAGGGCGAAG

GTAAATAGCT

GCCGCGCTCC

TGCATCTCCC

GCTGTTCTGC
ACGAGCGGGT
TTCATATGCG
GTCAGTGCGT
GAAGTCCGGC
CGCATARCAG
GCCAACATCT
GAGCGGAGGC
GGTCTTGACC
CAGGGTCGAT
GCCCGCAGAA

AACCGACGCC

(A) LANGE: 81 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:

TCGACCATGG ACAAGCTTAT CGATCCCGGG AATTCGGTAC CGTCGACCTG CAGGTGCACG

GGCCCAGATC

TGACTGACTG A

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A)

LANGE: 81 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

Fig.

52

CCCCGCCTCC AGTACGTAAT
AGTTTCTGAT CGAAAAGTTC
AATCTCGTGC TTTCAGCTTC
GCGCCGATGG TTTCTACAAA
CGATTCCGGA AGTGCTTGAC
GCCGTGCACA GGGTGTCACG
AGCCGGTCGC GGAGGCCATG
TCGGCCCATT CGGACCGCAA
CGATTGCTGA TCCCCATGTG
CCGTCGCGCA GGCTCTCGAT
ACCTCGTGCA CGCGGATTTC
CGGTCATTGA CTGGAGCGAG
TCTTCTGGAG GCCGTGGTTG
ATCCGGAGCT TGCAGGATCG
AACTCTATCA GAGCTTGGTT
GCGACGCAAT CGTCCGATCC
GCGCGGCCGT CTGGACCGAT

CCAGCACTCG TCCGAGGGCA

16-K

1080
1140
1200
1260
1320.
1380

1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2109

60

81
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(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:
TCGATCAGTC AGTCAGATCT GGGCCCGTGC ACCTGCAGGT CGACGGTACC GAATTCCCGG

GATCGATAAG CTTGTCCATG G

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11:
{i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 79 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:
GGCCTAGGGC . CCTAGGCCTA CTAGTACTAA GCTTCTGCAG GTCGACTCTA GAGGACCCCG

GGGAATTCAA TCGATGGCC

{2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 12:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 32 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid i .
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:

ACCCCCGGGG GTACCATATT GCCGTCTTTT GG

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 13:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
- (C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:

GGAATTCCCA TGGTATTATC GTGTTTTTC

Fig. 16-L
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 14:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

GGAAGCTTGG CCATGGTTCG ACCATTGAAC TGC

(2) ANGABEN 20 SEQ ID NO: 15:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 38 Basenpaare
(B} ART: Nucleotid
(C)} STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

14:

15:

GGTCAAGCTT TTCTTCTCGT AGACTTCAAA CTTATACT

(2) ANGABEN 2U SEQ. ID NO: 16:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

TCGATTACGT ACTGGAGGCG GGGGTGGAAA

{(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C)}) STRANGFORM: Einzelstrang
{D) TOPOLOGIE: linear

{(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

TCGATTTCCA CCCCCGCCTC CAGTACGTAA

16:

17:

Fig. 16-M
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{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 43 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
{D) TOPOLOGIE: linear

{(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18:

GTCGATTACG TACTGGAGGC GGGGGTGGAA ATCGACGGAT CCC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 43 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19:

GTCGATTTCC ACCCCCGCCT CCAGTACGTA ATCGACGGAT CCC'

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 20:
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20:

GGAAATATGG CTTCTACACA CATGTGTTCC GCCTGAA -

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B} ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(ii} ART DES MOLEKXULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:

TCCGTTCTTG CCAATCCCCA TATTTTGGGA CACGGCG

Fig. 16-N
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 81 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEXULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ>ID NO: 22:
TCGATGTTAA CTACGTAGCT AGCGCGGCCG CCGTACGTCG CGAGTCGACA ATATTGATAT

CGGTACCGGT ACCACTAGTG T

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 79 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D} TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23:
CGACACTAGT GGTACCGGTA CCGATATCAA TATTGTCGAC TCGCGACGTA CGGCGGCCGC

GCTAGCTACG TAGTTAACA

-{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 79 Basenpaare
{(B) ART: Nucleotid
(C} STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24:
TCGAATCGAT TGAATTCCCC GGCGTCCTCT AGAGTCGACC TGCAGAAGCT TAGTACTAGT

AGGCCTAGGG CCCTATCGA

{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25:

(i) SEQUENZKENNZEICKEEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid '
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

Fig. 16-0
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 1D NO: 25:

TGTGAGCTGC CCCATGGTGG AGGCACTGGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26:

GTGGAAGGAG GCGACCATGG GCCCCCCACT GTCGCCCTCG CAGGCATCCT GCCGGTC

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 27:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 24 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27:

GCAGTCGCAG CTGAAGCTGC CGAT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 80 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28:
TCGACCATGG AAGCTTATCG ATCCCGGGAA TTCGGTACCG TCGACCTTGC AGGTGCACGG

GCCCAGATCT GACTGATCGA

Fig. 16-P
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